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Ziel dieser Studie war den Beitrag von Semaphorin 4D und Plexinen der Gruppe B bei der 
Entwicklung der Zytoarchitektur von hippocampalen Neuronen näher zu untersuchen. Bisher 
wird der Sema4D-Plexin-B1 Wechselwirkung im zentralen Nervensystem eine klassische 
Rolle bei den Semaphorinwirkungen zugeordnet: der Kollaps von axonalen 
Wachstumskegeln. Dieses Phänomen ist bei hippocampalen und retinalen Neuronen während 
einer frühen Phase der Neuritenentwicklung aufgezeigt worden. Über die funktionelle 
Bedeutung der Sema4D-Plexin-B Wechselwirkung bei den nachfolgenden 
Entwicklungsphasen von Neuriten, der Differenzierung und Reifung, existieren zum 
Zeitpunkt dieser Arbeit keine Untersuchungen. Die vorliegende Dissertation beschäftigte sich 
mit dieser Fragestellung zum einen durch Video-Mikroskopiebeobachtungen und 
Untersuchungen zur Morphologie hippocampaler Neuronen und zum anderen durch die 
Analyse hippocampaler Pyramidalneuronen von Plexin-B1 und Plexin-B2 Knockout-Mäusen.  
Die Behandlung embryonaler hippocampaler Neurone mit Sema4D führte innerhalb von 4 
Stunden zu einem Anstieg der dendritischen Verzweigungen und der neuronalen Komplexität. 
Ferner konnte anhand von Inhibitorexperimenten nachgewiesen werden, dass die Effekte auf 
die Dendriten über die Rezeptortyrosinkinase Met, PI3K und mTOR vermittelt wurden. Die 
axonale Verzweigung hing hingegen von der koordinierten Aktivierung der GTPase RhoA 
und den beiden Rezeptortyrosinkinasen Met und ErbB-2 ab. Über Experimente mit 
hippocampalen Neuronen aus Plexin-B1 Knockout Mäusen und der Überexpression von 
dominant-negativem Plexin-B2 konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Plexin-B1, als 
auch Plexin-B2 an der Signaltransduktion beteiligt waren. Überraschenderweise zeigten 
sowohl adulte Plexin-B1 Knockout-Mäuse, als auch am postnatalen Tag 5 geborene Plexin-
B1 und Plexin-B2 Knockout-Mäuse keine signifikanten Unterschiede in ihrer hippocampalen 
Schichtung und der Verzweigung hippocampaler Pyramidalneurone. Dies verdeutlicht, dass 
bei der Morphogenese, als ein essentieller Schritt der Entwicklung von Neuronen, das 
Wegfallen der Plexine durch weitere Faktoren kompensiert werden konnte oder die 
Expression der Plexin generell für die Verzweigung von Pyramidalneuronen der CA1-Region 
keine Bedeutung hatte. Neben den Effekten auf die Verzweigung von Axonen und Dendriten 
führte die Applikation von Sema4D auch zu einem Anstieg der Anzahl an Filopodien.  
Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um die erste Studie, die eine koordinierte 
Aktivierung von B-Plexinen mit mTor und einem Anstieg der Verzweigung von Neuriten in 




The aim of this study was to assess the contribution of Semaphorin 4D and Plexin-B proteins 
in shaping the cytoarchitecture of the hippocampus and of developing hippocampal neurons. 
Until now, Sema4D-Plexin-B interactions in the central nervous system has been assigned a 
classical role of semaphorin actions: the collaps of axonal growth cones. This has been 
demonstrated in hippocampal and retinal neurons over early stages of neurite outgrowth. 
However the functional role of Sema4D-Plexin-B interactions over subsequent stages of 
neurite development, differentiation and maturation has not been characterised. In the current 
dissertation project, this question was addressed using morphogenetic assays and time-lapse 
imaging on developing hippocampal neurons a model system as well via the analysis of 
knockout mice lacking the Plexin-B1 or Plexin-B2 proteins.  
Treatment of developing hippocampal neurons with Sema4D resulted in a promotion of 
dendritic branching and neuronal complexity within 4 hours. Furthermore, using specific 
inhibitors of Plexin coreceptors and downstream targets, we observed that an activation of the 
receptor tyrosine kinase Met, PI3K and mTOR was crucial for Sema4D-mediated effects on 
dendritic development, whereas the coordinated activation of the GTPase RhoA, and the two 
receptor tyrosin kinases Met and ErbB-2 was mandatory for Sema4D mediated axonal 
branching. Experiments using Plexin-B1 knockout mice and overexpression of a dominant-
negative Plexin-B2 construct revealed that both, Plexin-B1 and Plexin-B2 are required for 
Sema4D-mediated effects on hippocampal neurons. Surprisingly, analysis of adult Plexin-B1 
knockout mice and of postnatal day 5 Plexin-B1 and Plexin-B2 knockout mice showed no 
significant differences in the development of hippocampal layering and branching of 
hippocampal pyramidal neurons, respectively. This could result from a redundant expression 
of Plexin-B1 and Plexin-B2 in developing pyramidal neurons or from a compensation by 
additional factors. Besides its effect on axonal and dendritic branching Sema4D was observed 
to increase the number of filopodia in hippocampal neurons. 
This is the first study that links activation of B-Plexins to mTor and to an functional increase 








Semaphorine bilden die bisher größte identifizierte Familie von Zielführungsproteinen Sie 
sind benannt nach den Semaphoren, einem Signalsystem basierend auf Flaggenzeichen, das 
bei der Navigation von Schiffen und Zügen eingesetzt wird. Seinen Ursprung findet die 
Familie in der Entdeckung, dass Membranpräparationen von Hühnergehirnen zu einem 
Kollaps von axonalen Wachstumskegeln führen. Auf diese Weise ist Semaphorin 3A 
(Sema3A, ursprünglicher Name Collapsin) als erstes molekulares Chemorepellent 
charakterisiert worden (1-3). Es folgt die Entdeckung von weiteren Semaphorinen, die zu der 
Entstehung einer Proteinfamilie, deren Mitglieder alle eine konservierte Domäne, die Sema-
Domäne, von ca. 500 AS an ihrem N-Terminus teilen, führt (4-6). Bisher sind mehr als 20 
Semaphorine identifiziert, die in 8 Klassen, entsprechend der Sequenz-Homologität der Sema-
Domänen und ihrer spezifischen weiteren Domänen, eingeteilt werden (7, 8, Abbildung 1). 
Abgesehen von einigen viralen Semaphorinen enthalten Semaphorine neben der Sema-
Domäne eine kurze Plexin-Semaphorin-Integrin (PSI)- Domäne (1). Semaphorine der Klassen 
2, 3, 4 und 7 tragen darüber hinaus eine Immunglobulin (IG)-ähnliche Domäne, in der Klasse 
5 befinden sich zusätzlich sieben Thrombospondin-Domänen, die sich ebenfalls bei 




Abbildung 1: Die 8 Klassen der Semaphorine (2, modifiziert). Zu den Semaphorinen zählen transmembranäre, 
sezernierte und glycosylphosphatidylinositol (GPI)-gebundene Proteine. Die Klassen 1, 2 und 5c zählen zu den 
Semaphorinen der Invertebraten, die Klassen 3, 4, 5A, 5B und 7 zu den der Vertebraten und Klasse V zu den 
viralen Semaphorinen. Neben dem gemeinsamen Merkmal der Sema-Domäne tragen die Klassen 2, 3, 4 und 7 
zusätzlich eine Immunglobulin (Ig)-Domäne, die Klasse 5 verfügt über sieben Thrombospondin-Domänen und 




Die bei der Klasse 4 vorzufindende C-terminale PDZ-Domäne vermittelt eine 
Oligomerisierung dieser Semaphorine (3) und ist für die synaptische Lokalisation von 
Bedeutung (4, 5). Semaphorine der Klassen 1, 2 und 5C werden ausschließlich von 
Invertebraten, die Klassen 3, 4, 5A-B und 7 von Vertebraten und Klasse V von Viren 
exprimiert. Zu den sezernierten Semaphorinen zählen die Klassen 2, 3 und V. Die Klassen 1, 
4 ,5 und 6 sind über eine transmembranäre (TM)-Domäne und Klasse 7 über einen GPI-Anker 
mit der Zellmembran verbunden. Außerdem können Semaphorine der Klassen 4, 6 und 
möglicherweise auch der Klasse 7 durch proteolytische Spaltung in eine sezernierte, lösliche 
Form überführt werden (15-19). Die Vielfältigkeit der Proteinstruktur von Semaphorinen 
ermöglicht ihnen sowohl membrangebunden über kurze Distanz, als auch sezerniert über 
große Entfernungen zu fungieren (6). Des Weiteren können Semaphorine mit einzelnen 
Rezeptoren oder Rezeptorkomplexen interagieren oder selbst als Rezeptor in Erscheinung 
treten. Seit der Entdeckung der Semaphorine und ihrer repulsiven Wirkung auf axonale 
Wachstumskegel ist ein breites Spektrum an Semaphorinwirkungen beschrieben worden, auf 
das unter Kapitel 1.3 genauer eingegangen wird. Es scheint jedoch, dass für die Semaphorin-
vermittelten Wirkungen, zumindest bei einigen Semaphorinen, eine Dimerisierung über die 
jeweilige Sema-Domäne notwendig ist (1). Bisher können Dimerisierungen bei Sema3A (21, 






Bei der Expressionsanalyse mit einer Sema3A-Sonde ist erstmals Neuropilin-1(Nrp-1) als ein 
essentieller Bestandteil des Sema3A-Rezeptors beschrieben (9). Ursprünglich ist Nrp-1 als 
Antigen identifiziert worden, das spezifisch im „Optic Tectum“, dem Gewebe im Bereich der 
Kreuzung der Sehnerven, von Xenopus tadpoles exprimiert wird (10). Wie sich herausgestellt 
hat, binden Nrp-1 und Nrp-2, ein Neuropilin aus der gleichen Proteinfamilie, sämtliche 
Semaphorine der Klasse 3, jedoch mit unterschiedlicher Affinität (11, 12). Sema3A bindet 
bevorzugt an Nrp-1, Sema3F an Nrp-2 und Sema3C an ein Heterodimer aus Nrp-1 und Nrp-2 
(30, 31). Die verschiedenartigen Wirkungen der Klasse 3 Semaphorine liegen in den 
Unterschieden der Aktivierung von Neuropilin-enthaltenden Rezeptoren. So ist beispielsweise 
gezeigt worden, dass Sema3B und Sema3C agonistisch an Nrp-2 Rezeptorkomplexen wirken, 
an Nrp-1 Rezeptorkomplexen jedoch eine kompetitiv antagonistische Wirkung im Bezug auf 
Einleitung 
11 
Sema3A entfalten (13). Neuropiline werden nur in Vertebraten, Semaphorine aber in 
Vertebraten und Invertebraten exprimiert. Außerdem bilden Neuropiline allein keine 
vollständigen Semaphorinrezeptoren, ihre intrazellulären Domänen sind für eine Semphorin-
abhängige Signaltransduktion nicht relevant (14). Auf der Suche nach Korezeptoren sind 
Plexin-C1 als Rezeptor für virales Semaphorin A39R (Sema Va) und Drosophila Plexin-A für 
Drosophila Sema-1a entdeckt worden (15, 16). Plexine stellen mittlerweile die Hauptgruppe 
der Semaphorinrezeptoren dar. Einzig Klasse 3 Semaphorine benötigen neben den Plexinen 
Neuropiline als Korezeptoren (36). Ihre Aufgabe besteht in der Bindung von Liganden über 
ihre extrazelluläre Domäne und in der Stabilisierung des Rezeptorkomplexes mittels ihrer 
kurzen intrazellulären Domäne (17). 
Neuropiline treten nicht ausschließlich mit Plexinen in Erscheinung. Der Rezeptorkomplex 
für Sema3A enthält neben A-Plexinen und Nrp-1 auch das neuronale Zelladhäsionsmolekül 
L1 CAM, das für eine repulsive Wirkung auf kortikale Neurone von entscheidender 
Bedeutung ist (18, 19). Neben Plexinen bilden Neuropiline auch Rezeptorkomplexe mit dem 




Plexine gehören zu den bekanntesten und am breitesten exprimierten Semaphorinrezeptoren. 
Es handelt sich um große hochkonservierte transmembranäre Proteine, die sowohl in 
Vertebraten, als auch in Invertebraten Semaphorine binden und entsprechende Signale 
transduzieren (20, 21). In C.elegans und Drosophila sind bisher zwei Plexine (Plexin-A und –
B) beschrieben, in Vertebraten sind derzeit neun Plexine, die in 4 Gruppen (Plexin A-D) 
eingeteilt werden, identifiziert (35, 43, Abbildung 2). Alle Plexine enthalten extrazellulär eine 
Sema-Domäne und bilden zusammen mit den Semaphorinen und den Rezeptor-
Tyrosinkinasen Met, Ron und Sea die Protein-Superfamilie der Sema-Domänen enthaltenden 




Abbildung 2: Semaphorinrezeptoren (2, modifiziert). Plexine sind transmembranäre Proteine, die extrazellulär 
eine Sema-Domäne und drei, im Falle von Plexin-C1 zwei PSI-Domänen gemein haben. Intrazellulär zeichnet 
Plexine eine SP-Domäne, bestehend aus einer C1 und C2 Domäne aus.  Plexin-A und Plexin-B werden von 
Invertebraten exprimiert, Plexin-A tritt im Rezeptorkomplex mit D-OTK auf. Zu den Plexinen der Vertebraten 
zählen Plexin-A1- A4, Plexin-D1, Plexin-B1-B3 und Plexin-C1. Plexine der Gruppe A gehen mit Neuropilinen 
(Npn), dem „L1 cell adhesion molecule“ (L1 CAM), dem „vascular endothelial growth factor receptor 2“ 
(VEGFR2) und „Offtrack“ (OTK) Rezeptorkomplexe ein. Plexine der Gruppe B treten mit ErbB-2 und Met in 
Rezeptorkomplexen in Erscheinung. Neben den Plexinen sind CD72, Tim-2 und Integrine ebenfalls 
Semaphorinrezeptoren. Domänen: Cub, „complement binding“; FIII, „fibronectin type III“; FV/VIII, 
„coagulation factor“, Ig-like, „immunoglobulin-like“; IPT, „Ig-like, plexins, transcription factor domains“; 
MAM, „Meprin, A5, Mu“; PDZ, „PDZ binding site“; PSI, „plexin-semaphorin-integrin domain“, SemaP, „sema 
domain of plexins“; TR, „thrombospondin“; TK, „tyrosine kinase“. 
 
1.2.3. Weitere Semaphorinrezeptoren 
 
Neben Plexinen, Neuropilinen und ihren Rezeptorkomplexen mit VEGF und L1 CAM können 
Semaphorine auch direkt an Integrine binden. Semaphorin 7A vermittelte Effekte auf 
axonales Wachstum werden Plexin-unabhängig über ß1-Integrine transduziert (25). Für 
Semaphorine der Klasse 4 ist gezeigt worden, dass diese ohne eine Beteiligung von Plexinen 
regulatorisch auf das Immunsystem wirken. Sema4D bindet spezifisch CD72, ein Protein der 
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C-Typ Lectin Familie, auf B-Zellen (26) und Sema4A bindet spezifisch Tim 2, ein Protein, 
das ausschließlich von T-Zellen exprimiert wird (27). 
 
1.3. Semaphorin/ Plexin Funktionen 
 
Sezernierte und membrangebundene Semaphorine sind an einer Vielzahl von biologischen 
Prozessen beteiligt. Dazu gehören unter anderem die Entwicklung und Regeneration des 
zentralen und peripheren Nervensystems, die kardiovaskuläre Entwicklung, ein 
regulatorischer Einfluss auf das Immunsystem  und die Beteiligung an malignen Prozessen. 
 
1.3.1. Entwicklung des Nervensystems 
 
Die Etablierung eines Systems von neuronalen Verbindungen bei der Entwicklung des 
Nervensystems hängt von einer Vielzahl attrahierender oder repulsiver Substanzen, „guidance 
cues“, ab. Diese „guidance cues“ haben zur Aufgabe die Richtungen und Verzweigungen  
axonalen und dendritischen Wachstums zu bestimmen. Sie spielen außerdem eine für die 
neuronale Migration entscheidende Rolle, bei der Neurone auf Ihre entsprechenden Positionen 
geleitet werden. Die Wahrnehmung dieser Signale erfolgt über den Wachstumskegel, eine 
hochdynamische Struktur an der Spitze von Neuriten. Während der Migration zu ihrem 
Zielgebiet empfangen und interpretieren neuronale Wachstumskegel eine Vielzahl von 
attrahierenden und repulsiven Signalen. Die Verarbeitung der Informationen hängt in einem 
hohen Maße von einem komplexen Netzwerk intrazellulärer Signalwege ab. Ihre koordinierte 
Aktivierung wird von dem räumlichen und zeitlichen Auftreten der jeweiligen „guidance 
cues“ und ihrer Rezeptoren bestimmt (2, 28-30). 
Semaphorine sind mit Sema3A als axonal repulsiv wirkende Proteinfamilie in Erscheinung 
getreten (31, 32). Mittlerweile sind eine Vielzahl von Semaphorinen identifiziert, die repulsiv 
(33-40), attrahierend (36, 40, 41) oder bifunktional wirken (41-43). Im Falle von Sema3A ist 
gezeigt worden, dass die Bifunktionalität entscheidend von der Konzentration an 
intrazellulären cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) abhängt. Eine Erhöhung des 
cGMP Spiegels konvertiert die repulsive Wirkung in eine attrahierende, ein Absenken des 
cGMP Spiegels erhöht die repulsive Wirkung von Sema3A (43). 
Semaphorine spielen neben der Navigation von Neuriten eine Rolle bei der Migration von 
Neuronen. Sema3A inhibiert die Migration von Neuronen der Neuralleiste (44, 45). Sema3A 
und Sema3F wirken repulsiv auf kortikale Interneurone und verhindern deren Migration in 
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das Striatum (46). Erst kürzlich ist gezeigt worden, dass Sema3A auch bei der radialen 
Migration von kortikalen Neuronen eine wichtige Rolle spielt. Sema3A wird in einem 
absteigenden Gradienten über die verschiedenen Kortexschichten exprimiert, während der 
Sema3A-Rezeptor, Neuropilin-1, in hohem Maße von  migrierenden Neuronen exprimiert 
wird. Sema3A wirkt in diesem Falle chemoattrahierend auf migrierende Neurone (47). Neben 
Sema3A ist auch für Sema6A eine Wirkung auf die axonale Navigation und neuronale 
Migration nachgewiesen worden. Zum einen hat Sema6A einen repulsiven Effekt auf 
sympathische und sensorische Axone (48), zum anderen kontrolliert Sema6A die Migration 
von Körnerzellen des Cerebellums (49). 
 
1.3.2. Regeneration des Nervensystems 
 
Nach der Verletzung von Nervenfasern im ZNS tritt eine verstärkte Expression von 
wachstumshemmenden Molekülen auf, die für die fehlende Regeneration von zentralen 
Neuronen verantwortlich gemacht werden. Bei Sema3A handelt es sich um solch eine 
wachstumshemmende Substanz. Es verhindert nach Verletzung der thorakalen 
Rückenmarkshinterstränge der Ratte eine Regeneration der aszendierenden Nervenbahnen 
(50). Es ist nachgewiesen worden, dass die aszendierenden Nervenfasern die Sema3A 
Rezeptoren Plexin-A1 und Neuropilin-1 exprimieren und dass Sema3A verstärkt von 
Fibroblasten entlang der Läsion exprimiert wird. Die repulsive Wirkung von Sema3A 
verhindert ein Einwachsen der Nervenfasern in die Läsion und inhibiert auf diese Weise die 
Regeneration (51). 
Im Falle von Sema4D ist gezeigt worden, dass es auf Oligodendrozyten im postnatalen ZNS 
der Maus exprimiert wird und es nach einer Verletzung im Bereich des Rückenmarks die 
Expression lokal erhöht wird. Sema4D wirkt inhibitorisch auf postnatale sensorische Axone 
und bewirkt damit ebenfalls eine Inhibition der Regeneration (52). 
 
1.3.3. Entwicklung des kardiovaskulären Systems 
 
Sezernierte Klasse 3 Semaphorine spielen eine Rolle bei der Endothelzellenadhäsion, bei ihrer 
Motilität und bei der Entwicklung des vaskulären Systems. Sema3A inhibiert die 
Endothelzellenmigration und die in vitro Angiogenese (53). Zudem inhibieren Endothelzellen 
während der vaskulären Entwicklung und bei der in vitro Angiogenese über autokrin 
sezernierte Semaphorine der Klasse 3 Integrine. Durch die verminderte Integrinaktivität 
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erlangt das vaskuläre System die zur Entwicklung oder Umorganisation benötigte Plastizität 
(54). 
Sema3A Knockout-Mäuse zeigen eine Hypertrophie des rechten Ventrikels und eine 
Dilatation des rechten Vorhofs des Herzens (55). Sema3C Knockout-Mäuse sterben pränatal 
aufgrund von kardiovaskulären Defekten (56). Für Sema3E ist auch eine entscheidende Rolle 
bei der Entwicklung des Gefäßsystems gezeigt worden (57-59). Sema3E wirkt repulsiv auf 
die Plexin-D1 exprimierenden Endothelzellen der intersomitischen Gefäße. Sowohl in 
Sema3E, als auch in Plexin-D1 Knockout-Mäusen ist der Aufbau des Gefäßsystems gestört. 
Für Sema4D, ein Semaphorin der Klasse 4, kann ebenfalls ein proangiotischer Effekt 
nachgewiesen werden. Dieser Effekt beruht auf einer Wechselwirkung mit Plexin-B1 und 
einer Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase Met (60). 
 
1.3.4. Regulation des Immunsystem 
 
Semaphorine der Klassen 3, 4 und 7 sind an der Regulation der Immunantwort beteiligt (61). 
Sema3A hat einen inhibitorischen Effekt auf die Migration von Monozyten (62) und CRMP2, 
ein Sema3A Effektor, ist an der Migration von aktivierten T-Lymphozyten beteiligt (63). 
Sema3A spielt daher möglicherweise bei der Regulation von der Besiedlung lymphatischer 
Organe mit haematopoetischen Vorläuferzellen oder an der  Migration von Lymphozyten aus 
dem Blutfluss zu einem Entzündungsherd eine Rolle. 
Sema4D ist das erste Semaphorin, das mit Aufgaben im Immunsystem in einen 
Zusammenhang gebracht worden ist (64). Hierbei spielt Sema4D eine wichtige Rolle bei der 
Aktivierung von B-Zellen. In der Maus erhöht Sema4D eine CD40- oder Lipopolysaccharid 
(LPS)-bedingte Aktivierung von B-Zellen (65). Außerdem werden die Aggregation und die 
Differenzierung von B-Zellen gefördert (64). Der Rezeptor für Sema4D im Immunsystem ist 
CD72 (26). Sema4D aktiviert B-Zellen, indem es die inhibitorische Wirkung von CD72 
aufhebt (26). Sema4D scheint auch an verschiedenen neuroinflammatorischen Erkrankungen 
beteiligt zu sein. So ist bei Multipler Sklerose oder T-lymphotropischer Virus assoziierter 
Myelopathie ein erhöhter Sema4D-Spiegel in cerebrospinalen Flüssigkeit festgestellt worden 
(66), während Sema4D Knockout-Mäuse gegen eine experimentell ausgelöste Autoimmun- 
Encephalomyelitis resistent erscheinen (67). Sema4A wirkt im Immunsystem über seinen 
Rezeptor Tim-2 und ist für die Generierung von Antigen-spezifischen T-Zellen von 
Bedeutung (27). Sema7A wird von aktivierten T-Zellen exprimiert und stimuliert die 
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Zytokinproduktion in Monozyten und Makrophagen über alpha1/beta1 Integrin. Dies spielt 
eine entscheidende Rolle bei T-Zellen-vermittelten entzündlichen Reaktionen (68). 
 
1.3.5. Assoziierte Krankheiten 
 
Neben ihrer in Kapitel 1.2.4. erwähnten Beteiligung an Autoimmunerkrankungen spielen 
Semaphorine und Plexine eine Rolle bei der Entstehung von Tumoren. 
Semaphorine der Klasse 3 werden mit einer Funktion als Tumorsupressorgene in Verbindung 
gebracht. Sema3B und Sema3F sind bei der Untersuchung einer speziellen homozygoten 
Deletionsregion des Menschen entdeckt worden, die beim kleinzelligen Bronchailkarzinom 
und anderen Krebsarten von Bedeutung ist (69-72). Die Reexpression von Sema3B erhöht die 
Apoptose in Bronchial- und Mammakarzinomen (73, 74). Für Sema3F kann gezeigt werden, 
dass es die Tumorgenese (72) und Bildung von Melanommetastasen (75) unterdrückt. 
Außerdem vermindert Sema3F die Adhäsions- und Migrationsfähigkeit von Melanomzellen 
(75). Die Verminderte Motilität steht möglicherweise mit einer Abnahme der ß1-Integrin-
vermittelten Adhäsion im Zusammenhang. Bei der Angiogenese ist bereits für Sema3A eine 
Hemmung der Adhäsions- und Migrationsfähigkeit durch Hemmung der Integrin-Aktivierung 
beschrieben (54). 
Semaphorine aus der Klasse 4 fördern im Gegensatz zu den Semaphorinen der Klasse 3 das  
Wachstum von Tumoren. Sema4D wird in hohem Maße von Endothelzellen exprimiert und 
steigert die Endothelzellenmigration und Tubulogenese (76).  Eine Funktion bei der tumor-
induzierten Angiogenese ist ebenfalls beschrieben worden. So ist bei einer Genanalyse von 
Zelllinien aus primären und metastasierten squamösen Karzinomen des Kopf- und 
Nackenbereichs eine erhöhte Expression von Sema4D festgestellt worden. Ein „Knockdown“ 
von Sema4D in diesen Zelllinien mit nachfolgender Transplantation in Mäuse resultiert in 
einer erheblichen Reduzierung der Tumorvaskularität und einem verminderten 
Tumorwachstum (77).  Die Aktivierung von Plexinen führt zu einer Vielzahl von Effekten, 
die dem Phänotypen eines invasiven Karzinoms entsprechen (78, 79). Für die Sema4D-
vermittelte Aktivierung von Plexin-B1 ist gezeigt worden, dass hierdurch auch der 
Hepatozyten Wachstumsfaktor c-Met gebunden und aktiviert wird (80). Die Aktivierung führt 
zum invasiven Wachstum, einem komplexen biologischen Programm, wodurch Zellen 
dissoziieren, durch die extrazelluläre Matrix migrieren und an neuer Stelle kolonisieren, 
proliferieren und differenzieren (21, 79). Erst kürzlich ist herausgefunden worden, dass beim 
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primären und sekundären Protatakarzinom, Knochen- und Lymphknotenmetastasen 
Mutationen am PlexinB1 Gen vorliegen (81). 
 
1.4. Semaphorin 4D 
 
Bei Sema4D, auch unter dem Namen CD100 bekannt, handelt es sich um ein 150 kDa großes 
transmembranäres Glykoprotein. An seinem N-Terminus befindet sich eine aminoterminale 
Sequenz, gefolgt von einer Sema-Domäne, einer Immunglobulin-ähnlichen (Ig-like) Domäne, 
einem lysinreichen Bereich, einer hydrophoben transmembranären Region und einem 
zytoplamatischen Ende (82, 83). Die extrazelluläre Domäne enthält außerdem mögliche N-
gebundene Glykosylierungsstellen (64, 84). Die Sema-Domäne ist eine konservierte Sequenz 
von ca. 500 Aminosäuren, die bei Semaphorinen, Plexinen und dem „Scatter-Factor“- 
Rezeptor zu finden ist. Sie wird von einer kurzen, konservierten cysteinreichen Sequenz 
(MRS, Met-related sequence, oder auch als PSI-Domäne, Plexin-Semaphorin-Integrin-
Domäne, bezeichnet) flankiert (1, 6, 85). Die Sema-Domäne bildet einen siebenfachen ß-
Propeller, bei dem es sich um ein Homo- bzw. Heterodimerisierungsmotif handelt (8). 
Tatsächlich wird Sema4D auf der Zelloberfläche als Homodimer exprimiert. Eine 
Mutationsanalyse von humanem Sema4D offenbart, dass Cystein679 für die 
Homodimerisierung notwendig ist (62), die wiederum für die biologische Wirkung von 
Sema4D benötigt wird (7). Innerhalb der zytoplasmatischen Region sind keine katalytischen 
Domänen enthalten, jedoch finden sich hier Konsensusstellen für die Tyrosin- und 
Serinphosphorylierung (64, 84). Es ist nachgewiesen worden, dass nach zellulärer 
Aktivierung die Expression von Sema4D auf der Zelloberfläche hochreguliert wird (26, 67, 
86). Das transmembranäre Sema4D kann dann proteolytisch in eine 120 kDa große lösliche 
Form abgespalten werden (62, 87-91). Die Bildung von löslichem Sema4D ist von einer 
proteolytischen Kaskade abhängig, die nach zellulärer Aktivierung in Gang gesetzt wird (87). 
Die Frage nach Unterschieden in der biologischen Aktivität der gespaltenen und 
transmembranären Form von Sema4D ist noch nicht abschließend geklärt. Der Großteil der 
Sema4D vermittelten biologischen Effekte ist durch rekombinantes oder natürlich gespaltenes 
lösliches Sema4D aufgeklärt. Für gebundenes transmembranäres Sema4D kann gezeigt 
werden, dass es mit CD45 einen Komplex eingeht und eine Rolle bei der Aktivierung von B- 
und T- Lymphozyten spielt (90, 92). Ein weiterer Hinweis für eine Rolle als Rezeptor ist die 




Beim Menschen ist Sema4D mRNS in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen worden, 
unter anderem im embryonalen und erwachsenen Gehirn, in der Niere und im Herzen (64). In 
Mäusen ist ebenfalls eine starke Expression im embryonalen, neuronalen Gewebe festgestellt 
worden, weiterhin im Thymus, Lunge und Niere (84, 94). Sema4D wird außerdem von der 
Großzahl der haematopoetischen Zellen exprimiert, mit Ausnahme der sich entwickelnden 
Knochenmarkszellen, der roten Blutkörperchen und der Thombozyten (83). 
 
 
Abbildung 3: Semaphorin 4D (85, modifiziert) Sema4D enthält eine aminoterminale Signalsequenz, eine 
Sema-Domäne, eine Ig-ähnliche Domäne, eine Lysin-reiche Region, eine transmembranäre Region und ein 
zytoplasmatisches Ende. Zudem enthält Sema4D mehrere N-gebundene Glykosylierungsstellen. Innerhalb der 
zytoplasmatischen Region befinden sich Konsensusstellen für eine Serinphosphorylierung. Sema4D kann 




Zu den B-Plexinen zählen Plexin-B1, Plexin-B2, und Plexin-B3. Es handelt sich um große 
transmembranäre Proteine. N-terminal befindet sich eine Sema-Domäne, drei Cystein-reiche 
Motife (MRS-, bzw. PSI- Domänen), eine potentielle Spaltstelle für Furin-ähnliche Proteasen, 
eine transmembranäre Domäne und eine ca. 600 AS große zytoplasmatische „Sex and 







B-Plexine können wie A-Plexine (vgl. Kapitel 1.2.1) mit anderen Rezeptoren wechselwirken. 
So interagieren sämtliche B-Plexine ligandenunabhängig mit den Rezeptortyrosinkinasen Met 
(80, 95) und ErbB-2 (96). In diversen Zelllinien kann nachgewiesen werden, dass die Bindung 
von Sema4D an Plexin-B1 die Tyrosinkinaseaktivität von Met stimuliert (80). Dies führt zu 
einer Tyrosinphosphorylierung beider Rezeptoren. Met kann somit entweder direkt über die 
Bindung seines Liganden SF-1 („Scatter-factor 1“, auch „Hepatocyte-growth-factor“) oder 
indirekt über die Bindung von Sema4D an Plexin-B1 aktiviert werden. Die Bindung von 
Sema4D an Plexin-B1 stimuliert auch die intrinsische Tyrosinkinaseaktivität von ErbB-2 (96). 
Dies führt wie bei Met zur Phosphorylierung beider Rezeptoren. Der Unterschied der 
Rezeptorinteraktionen zwischen Plexin-B1 und Met, bzw. ErbB-2 zeigt sich bei der Bindung 
von Liganden an die jeweilige Rezeptortyrosinkinase. Die Bindung von SF-1 an Met führt zu 
einer erhöhten Phosphorylierung von Plexin-B1, wohingegen eine Bindung von EGF an 
ErbB-2 in einer verminderten Phosphorylierung von Plexin-B1 resultiert. Die Aktivierung von 
Met führt zu einer erhöhten Zellmigration und zu invasivem Wachstum (80). ErbB-2 wird 
hingegen bei der Plexin-B1-vermittelten Aktivierung von RhoA und bei dem Sema4D-
induzierten Kollaps von Wachstumskegeln bei hippocampalen Neuronen benötigt (96). Erst 
kürzlich ist gezeigt worden, dass Sema4D in Abhängigkeit der Zusammensetzung der Plexin-
B1-Rezeptorkomplexe gegensätzliche Effekte ausüben kann. So wird in Gegenwart von 
ErbB-2 RhoA aktiviert, in Gegenwart von Met hingegen inaktiviert. Im Falle einer 
Mammakarzinom-Zelllinie äußert sich das in einem pro-, bzw. antimigratorischen Verhalten 
der Zellen (97). 
Plexin-B1 kann außerdem mit Plexin-A1 über die zytoplasmatische Domäne interagieren 




Die extrazelluläre Domäne von Sema4D bindet an seinen Rezeptor Plexin-B1. Als Folge 
kommt es zu einem Kollaps von axonalen Wachstumskegeln hippocampaler Neurone und zur 
Kontraktion von COS-7 Zellen, welche Plexin-B1 und Rnd1 koexprimieren (99, 100). 
Sema4D kann über die Aktivierung von Plexin-B1 die Funktionalität von 4 GTPasen 
beeinflussen. So interagiert Plexin-B1 direkt mit den GTPasen R-Ras, Rac1 und Rnd1. 
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Zusätzlich wird die Aktivität von RhoA über PDZ-RhoGEF/ LARG (100-103) und 
p190RhoGAP (104) reguliert. 
Bei Plexin-B1 handelt es sich um das erste Plexin, dem eine GAP-Aktivität nachgewiesen 
worden ist (105, 106). Rnd1 und Plexin-B1 liegen dauerhaft assoziiert vor (99). Diese 
Bindung inhibiert die basale GAP-Aktivität von Plexin-B1 (105, 106). Die Bindung zwischen 
Rnd1 und Plexin-B1 ist unabhängig von Sema4D. Sie ist für eine Plexin-B1 vermittelte 
Stimulierung der GTPase-Aktivität von R-Ras notwendig, aber nicht ausreichend. Hierfür ist 
neben der Rnd1 Bindung ein „Clustering“ der Plexin-B1 Rezeptoren notwendig. Eine 
Bindung von Sema4D an Plexin-B1 führt innerhalb kürzester Zeit zu solch einem 
„Clustering“ (105, 106). Die Sema4D vermittelte Stimulierung der GAP-Aktivität führt zu 
einer Abnahme an aktiviertem R-Ras. Aktiviertes, GTP-gebundenes, R-Ras aktiviert Integrine 
und führt zu einer Integrin-basierten Adhäsion von Zellen (107). Eine Abnahme der 
Integrinaktivität führt zu der anfangs beschriebenen Kontraktion von Cos-7 Zellen und zu 
dem Kollaps axonaler Wachstumskegel. 
 
 
Abbildung 4: B-Plexin-Signaltransduktion I (108, modifiziert) Rnd1-Bindung an den zytoplasmatischen Teil 
von Plexin-B1 führt zu einer Entfaltung der miteinander interagierenden C1 und C2 Domänen. Es wird dem 
Rezeptor hierdurch ermöglicht GTP-gebundenes R-Ras anzulagern. Sema4D-vermitteltes „Clustering“ von 
Plexin-B1 Rezeptoren unterstützt die Hydrolyse von GTP durch R-Ras. Die verminderte R-Ras Aktivität führt zu 




Neben Rnd1 geht Plexin-B1 eine Sema4D-vermittelte, starke Bindung mit Rac1 ein (109). 
Aktives Rac1 führt zu keiner Kontraktion von Plexin-B1 exprimierenden COS-7 Zellen (99). 
Die Bindung von aktiviertem Rac1 könnte Plexin-B1 mit Pak in einen Zusammenhang 
bringen. Plexin-B1 und Pak können kompetetiv um die Bindung von aktiviertem Rac1 
konkurrieren. Dies hätte eine verminderte Rac-abhängige Aktivierung von PAK zur Folge. 
Dieses Konkurrenzverhältnis ist bereits in einem heterogenen Zellsystem beschrieben worden, 
zusammen mit der Tatsache, dass aktiviertes Rac die Anzahl an Plexin-B1 Rezeptoren auf der 
Zellmembran erhöht und zu einer verbesserten Bindung zwischen Sema4D und Plexin-B1 
führt (110). 
RhoA ist eine weitere GTPase, die über Sema4D/Plexin-B1 aktiviert wird und die eine 
wichtige Rolle bei Sema4D vermittelten Effekten spielt. So kann der Kollaps von axonalen 
Wachstumskegeln hippocampaler Neurone über eine Hemmung von RhoA, durch C3 
Exoenzym, oder ROCK, durch Y-27632, inhibiert werden (100). Die Sema4D vermittelte 
Kontraktion von Plexin-B1- und Rnd1-exprimierenden COS-7 Zellen kann ebenfalls durch 
ein dominant-negatives RhoA-Konstrukt und Y-27632 blockiert werden (99). Die Bindung 
von Sema4D an Plexin-B1 führt zu einem Anstieg der RhoA-Aktivität, wenn der Rezeptor 
mit den RhoGEFs PDZ-RhoGEF oder LARG koexprimiert wird.  Plexin-B1 ist konstitutiv 
mit diesen RhoGEFs über das C-terminale PDZ-Bindungsmotif verbunden. Das PDZ-
Bindungsmotif ist allen B-Plexinen gemein (100). Die Interaktion ist unabhängig von 
Sema4D (101-103) und in Gegenwart von Rnd1 erhöht (99, 100). Es ist auch erwiesen, dass 
eine erhöhte Expression von Rnd1 zu einer erhöhten Bindung von PDZ-RhoGEF führt, was 
wiederum in einer erhöhten Sema4D vermittelten Aktivierung von RhoA resultiert. Die 
Expression von einem dominant-negativen PDZ-RhoGEF Konstrukt hingegen blockiert die 






Abbildung 5: B-Plexin-Signaltransduktion II ( 108, modifiziert) Am C-Terminus von Plexin-B1 befindet sich 
ein PDZ-Bindungsmotif, dass konstitutiv Rho-spezifische GEFs, PDZ-RhoGEF und LARG bindet. Die Bindung 
von Rnd1 an den zytoplasmatischen Teil führt zu einer verstärkten Bindung von PDZ-RhoGEF. Sema4D 
aktiviert RhoA über PDZ-RhoGEF und führt zu einer repulsiven Reaktion. 
 
Überraschenderweise bindet Plexin-B1 auch p190 RhoGAP und erhöht damit die GAP-
Aktivität (104). Diese Entdeckung steht in einem direkten Widerspruch zu dem Sema4D 
induzierten Anstieg von aktiviertem RhoA, der im Zusammenhang mit PDZ-RhoGEF und 
LARG beschrieben worden ist (100). Außerdem ist in einigen Zelllinien nach einer Sema4D 
vermittelte Aktivierung von Plexin-B1 von einer Verminderung der RhoA-Aktivität berichtet 
worden (104). P190 RhoGAP ist an den Semaphorin-vermittelten Wirkungen in Epithelzellen, 
primären Endothelzellen und Neuroblasten beteiligt. Eine mögliche Erklärung dieser 
gegensätzlichen Wirkungen  kann in der Beteiligung von Korezeptoren liegen. Plexin B1 
aktiviert nach Sema4D-Bindung, wie in Kapitel 1.5.1 beschrieben, in Gegenwart von ErbB-2 




1.6. Aufbau und Struktur des Hippocampus 
 
In dieser Studie wird der Hippocampus als Modellsystem verwendet, um den Einfluss von 
Sema4D auf das Wachstum von Neuronen zu untersuchen. Der Hippocampus, Allokortex, 
eignet sich insbesondere als Modell, da er im Gegensatz zum phylogenetisch jüngeren 6-
schichtigen Neokortex eine relativ einfache Struktur aufweist. Der Hippocampus und der 
Gyrus dentatus bestehen jeweils nur aus einer Schicht Prinzipalneuronen, den 
Pyramidenzellen und den Körnerzellen. Die Pyramidenzellschicht wird in 4 Hauptabschnitte 
eingeteilt, dem Subikulum, der CA1-Region, bestehend aus kleinen Pyramidenzellen, der 
CA2-Region, ein schmales dichtes Band großer Pyramidenzellen und der CA3-Region, einem 
breiten und lockeren Band großer Pyramidenzellen. Das schmale Band dicht gepackter 
Körnerzellen des Gyrus dentatus umfasst das auslaufende Band der Pyramidenzellen der 
CA3-Region. Der Hippocampus gliedert sich in 5 Schichten. Innen, am Ventrikel gelegen, 
befindet sich der Alveus hippocampi. Hier sammeln sich die afferenten Nervenbahnen, die 
den Hippocampus verlassen. Es folgt das Stratum oriens, das Korbzellen enthält, die 
inhibierend auf die unter ihnen gelegenen  Pyramidenzellen des Stratum pyramidale wirken. 
Die Apikaldendriten der Pyramidenzellen reichen in die nächste Schicht, der Stratum 
lacunosum molekulare. In der CA3-Region befindet sich eine zusätzliche Schicht, das Stratum 
lucidum, in der die Moosfasern des Gyrus dentatus verlaufen. Der Gyrus dentatus besteht aus 
5 Schichten. Im Inneren befindet sich der Hilus, der vorwiegend aus Mooszellen besteht, 
deren Axone auf der ipsi- und kontralateralen Seite des Hippocampus die innere molekulare 
Schicht bilden. Zwischen dem Hilus und der inneren molekularen Schicht befindet sich das 
dichte Band der Körnerzellen. Die Körnerzellen projizieren ihre Dendriten in die äußere 
molekulare Schicht, wo sie mit Fasern aus dem entorhinalen Kortex in Kontakt treten. Die 
Axone der Körnerzellen werden als Moosfasern bezeichnet, diese projizieren im Stratum 
lucidum auf die Pyramidenzellen der CA3-Region. (Abbildung 6A) 
Die Signalweiterleitung im Hippocampus vollzieht sich auf 4 Hauptsignalwegen. Über den 
„Perforant pathway“ gelangen Informationen aus dem entorhinalen Kortex in den 
Hippocampus. Axone aus dem entorhinalen Kortex projizieren zum Großteil auf die 
Dendriten der Körnerzellen auf der äußeren molekularen Schicht des Gyrus dentatus. Ein Teil 
verläuft aber auch direkt auf Dendriten der Pyramidenzellen der CA3-Region und auf 
Pyramidenzellen der CA1-Region. Im „Mossy fibre pathway“ projizieren dann die 
Körnerzellen des Gyrus dentatus mit ihren Axonen, den Moosfasern ebenfalls auf die 
Pyramidenzellen der CA3-Region. Die Axone der Pyramidenzellen der CA3-Region 
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verzweigen sich und senden zum einen Schaffer Kollaterale in die CA1-Regionen beider 
Hemisphären und zum anderen werden direkt höhere Hirnregionen angesteuert. Die 
Pyramidenzellen der CA1-Region leiten das Signal zum Subikulum weiter, von wo es dann 
wieder zum entorhinalen Kortex gelangt. Dieser zirkuläre Signalweg ist bei der Weiterleitung 
von LTPs („Long-term potentials“) von entscheidender Bedeutung und spielt unter anderem 





Abbildung 6: Aufbau und Signalwege des Hippocampus. A, Die verschiedenen Schichten des Hippocampus, 
sämtliche Nuclei sind blau gefärbt. Es sind deutlich die Pyramidenzellen der CA-Regionen (CA1, CA3) 
erkennbar. Körnerzellen sind rot gefärbt. Erkennbar ist die durch die Dendriten der Körnerzellen rot gefärbte, 
breite äußere molekulare Schicht (oml), die rot gefärbten Moosfaser der Körnerzellen unterhalb der CA3-Region 
(sl) und in Pink die Färbung der Zellkörper der Körnerzellen im Gyrus dentatus (g), die sich aufgrund der 
Überlagerung der blau gefärbten Nuclei und der roten Körnerzellen ergibt. In grün sind die Mooszellen der 
Hilus-Region gefärbt (h). Ihre Axone verlaufen in der inneren molekularen Schicht (iml), erscheinen dort aber 
aufgrund der Überlagerung mit den rot gefärbten Dendriten der Körnerzellen in gelb (111). B, Die Signalwege 
des Hippocampus. Der Informationseingang erfolgt über den entorhinalen Kortex (EC), der über den „Perforant 
pathway“ (PP, aufgeteilt in lateralen PP und medialen PP) eine Verbindung zu den Körnerzellen des Gyrus 
dentatus und Pyramidalneuronen der CA3-Region bildet.  Die Pyramidenzellen der CA3-Region sind außerdem 
mit den Moosfasern der Körnerzellen des Gyrus dentatus in Verbindung. Die Pyramidenzellen senden Axone in 
übergeordnete Kortexregionen und kontaktieren sowohl über die Schaffer-Kollateralen (SC) Pyramidalneurone 
der CA1-Region des ipsilaterlen, als auch über den „Associational Commisural pathway“ (AC) 
Pyramidalneurone der CA1-Region des kontralateralen Hippocampus. Diese CA1-Neurone können auch direkt 
Informationen aus dem PP erhalten und senden ihre Axone zu den Neuronen des Subikulums, die die 
Information wiederum zum EC weiterleiten (www.bristol.ac.uk). 
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1.7. Die axonale und dendritische Entwicklung hippocampaler Neurone und zugrunde 
liegende Signalmechanismen 
 
Semaphorine und Plexine können wie in Kapitel 1.5 beschrieben verschiedene GTPase und 
Signalwege aktivieren. Wie sich hippocampale Neurone in Kultur entwickeln und inwiefern 
diese Signalwege bei der Entwicklung von Neuronen involviert sind, soll in diesem Kapitel 
diskutiert werden.   
 
1.7.1. Entstehung von Neuriten 
 
Bei der Entwicklung von Neuriten spielen GTPasen eine wichtige Rolle. Eine Rac- und 
Cdc42-Aktivierung führt zu einer gesteigerten Formation von Neuriten, eine Aktivierung von 
RhoA hat einen entgegengesetzten Effekt. Dieser Effekt ist in einer Vielzahl von neuronalen 
Zelllinien und primären Zellsystemen beschrieben worden (112). Außerdem ist in einer 
Zellkultur von hippocampalen Neuronen gezeigt worden, dass konstitutiv-aktives Rac1 das 
Wachstum von Neuriten fördert und dass die Expression von einem dominant-negativen 
Rac1-Konstrukt  zu einem verminderten Neuritenwachstum führt (113). Konstitutiv aktives 
RhoA hingegen verhindert die Bildung von Neuriten in primären hippocampalen Neuronen 
(113, 114) und eine RhoA-Inhibition führt zu einem gesteigerten Neuritenwachstum (114-
117). RhoA ist für die Retraktion von Neuriten von Bedeutung. Retraktionen spielen eine 
wichtige Rolle bei der Neuausrichtung von neuronalen Fortsätzen, die bei der Wegleitung, 
(„guidance“), von Neuriten oder bei der Plastizität von Synapsen auftreten. 
 
1.7.2. Neuronale Polarisation 
 
Neuronen besitzen eine polarisierte Struktur, die eine gerichtete Weiterleitung von 
Informationen ermöglicht. Sie haben typischerweise mehrere Dendriten, die Informationen 
von präsynaptischen Neuronen erhalten und ein Axon, das die Information zu 
postsynaptischen Neuronen weiterleitet. Die Entwicklung dieser spezifischen Fortsätze 
gliedert sich in 5 Stadien. Nach dem Ausplattieren adhärieren die runden Neuronen auf dem 
Substrat und formen ein Lamellipodium (Stadium 1), das innerhalb kurzer Zeit von mehreren 
kleinen Neuriten durchbrochen wird (Stadium 2). An der Spitze eines jeden Neuriten befindet 
sich ein Wachstumskegel, die Neuriten elongieren und retrahieren, ohne an Länge zu 
gewinnen. Innerhalb von 24 Std. beginnt einer der Fortsätze rapide in die Länge zu wachsen, 
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um das Axon auszubilden (Stadium 3). Nach mehreren Tagen beginnen auch die verbliebenen 
Neuriten in die Länge zu wachsen und sich zu verzweigen (Stadium 4). Im weiteren Verlauf 
gewinnt das Axon an Länge, die Dendriten verzweigen sich weiter und formen entlang ihres 





Abbildung 6: Stadien neuronaler Entwicklung von hippocampalen Neuronen (118, modifiziert) 
Hippocampale Neurone in Kultur formen ein Lamellipodium, nachdem sie auf dem Substrat adhärieren (Stadium 
1) und beginnen kurz darauf erste Fortsätze zu entwickeln (Stadium 2). Am folgenden Tag wächst einer der 
Neuriten mit einem vergrößerten Wachstumskegel in die Länge (Stadium 3). In den nachfolgenden Tagen 
beginnen die verbleibenden Neuriten in die Länge zu wachsen, sich zu verzweigen und formen Dendriten 
(Stadium 4). In einem letzten Schritt entwickeln sich Axon und Dendriten weiter und die Dendriten bilden kleine 
Fortsätze „Spines“ aus (Stadium 5). 
 
1.7.3. Axonale Entwicklung 
 
In einem frühen Stadium der axonalen Entwicklung spielt Cdc42, als Effektor von der 
GTPase Rap1B eine wichtige Rolle. Rap1B wird lokal begrenzt an der Spitze eines Neuriten 
exprimiert, kurz bevor sich der Neurit zu einem Axon entwickelt. Es ist außerdem gezeigt 
worden, dass sowohl die Expression von einem konstitutiv aktiven Rap1B Mutanten, als auch 
von einem aktiven Cdc42 Mutanten zu einer erhöhten Ausbildung von Axonen führt. Ein 
„Knockdown“ beider GTPasen mittels shRNA führt hingegen zu einem Verlust der Polarität 
(113).  Für CRMP-2, dem „collapsin response mediator protein-2“, ein Substrat der Rho-
Kinase, ist ebenfalls eine fördernde Wirkung auf die Ausbildung von Axonen nachgewiesen 
worden. Die Überexpression von CRMP-2 führt zur Entwicklung von multiplen Axonen und 
zur einer Transformation von voll entwickelten Dendriten zu Axonen (122). CRMP-2 
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inhibiert Rho Signalwege (121, 123, 124) und die Phosphorylierung von CRMP-2 durch Rho-
Kinase inhibiert CRMP-2 (121). CRMP-2 kann auch GTPasen-unabhängig durch GSK-3beta 
phosphoryliert und inaktiviert werden, GSK-3beta wiederum kann durch den PI3K-Signalweg 
phosphoryliert und inaktiviert werden (125). 
Im weiteren Verlauf der axonalen Entwicklung nimmt das Axon an Länge zu und beginnt sich 
zu verzweigen. In diesem Stadium fördern Rac1 und Cdc42 diese Prozesse. In Kulturen aus 
kortikalen Zellen der Ratte führt die Expression von dominant-negativen Rac1- und Cdc42-
Konstrukten zu einem verminderten axonalen Wachstum (126). Für die Rolle der GTPase 
RhoA sind kontroverse Effekte festgestellt worden. Zum einen fördert p190 RhoGAP die 
axonale Entwicklung über eine Inhibierung von RhoA (127, 128), zum anderen führt die 
Expression von dominant-negativem RhoA zu einer Reduzierung der axonalen Länge und 
Verzweigung (129). Das Rho GTPasen ihre Effekte nicht nach dem alles-oder-nichts Prinzip 
vermitteln, zeigt die Tatsache, dass SDF-1alpha in Abhängigkeit der Konzentration an GTP-
gebundenem RhoA unterschiedliche Effektoren aktivieren kann. In Gegenwart geringer 
Konzentrationen an GTP-RhoA vermittelt SDF1alpha ein gesteigertes axonales Wachstum 
über einen Rho/mDia Signalweg, in Gegenwart hoher Konzentrationen inhibiert SDF1alpha 
das Wachstum und die Entwicklung von Neuronen über einen Rho/Rho-kinase Signalweg 
(130, 131). Unter normalen Bedingungen hängt die Aktivierung von Rho GTPasen von dem 
örtlichen und zeitlichen Auftreten spezieller Rho GTPasen Regulatoren ab. Die feine Balance 
dieser Regulatoren bestimmt die lokale Rho GTPasen-Aktivität. Zudem bestimmt das 
Ausmaß der Aktivierung mit welchem Effektor die Rho GTPase interagiert. Neben der 
axonalen Zielführung sind einige Semaphorine auch an der axonalen Entwicklung beteiligt. 
So besitzt das Semaphorin 3A neben seiner repulsiven Wirkung auf axonale Wachstumskegel 
(Kapitel 1.2.1) eine inhibitorische Wirkung auf das axonale Längewachstum (132) und auf 
axonale Verzweigungen (133). 
 
1.7.4. Dendritische Entwicklung 
 
Nach der Elongation des Axons in Stadium 3 (Abbildung 6) erfolgt das Längenwachstum und 
die Verzweigung der Dendriten. Es bildet sich eine komplexe, verzweigte Struktur aus. 
Während ihrer Entwicklung entstehen und retrahieren ständig kleine Fortsätze, Filopodien, 
entlang des Schafts. Einige dieser Fortsätze stabilisieren sich und gewinnen an Länge. Diese 
neuen dendritischen Fortsätze bestehen zunächst nur aus Aktin. Mit der vermehrten 
Einlagerung von Mikrotubuli erfolgt die Stabilisation. Ausgewachsene Dendriten bestehen 
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zum größten Teil aus Mikrotubuli mit einem nahe der Zellmembran gelegenen Aktingerüst 
(112, 134, 135). Zu den Mediatoren, die dendritisches Wachstum vermitteln, zählen 
diffusionsfähige Protein, wie Neurotrophine, Semaphorine und Slits, Zell-Zellkontakt-
vermittelnde Proteine wie Notch-1 und ß-Catenin und neuronale Aktivität (134, 136-138).  
Rho GTPasen spielen bei der Reorganisation des Zytoskeletts eine entscheidende Rolle und 
sind daher auch für die Dendritenentwicklung von Bedeutung. Die Aktivität von RhoA hat 
einen starken inhibitorischen Effekt auf die Entwicklung von Dendriten. Konstitutiv-aktives 
RhoA führt zu einer drastischen Abnahme der Dendritenentwicklung von Pyramidalneuronen 
organotypischer hippocampaler Schnitte der Ratte (139) und kultivierter hippocampaler 
Neurone von Maus und Ratte (129, 140). Dominant-negatives RhoA erhöht signifikant die 
Dendritenlänge von hippocampalen Neuronen der Maus in Kultur (129), wohingegen in 
organotypischen hippocampalen Schnitten der Ratte kein Effekt auf die 
Dendritenmorphologie festgestellt werden kann. Möglicherweise ist RhoA unter 
physiologischen Bedingungen nur in einem geringen Maße aktiv um dendritisches Wachstum  
zu ermöglichen und wird dann bei Bedarf lokal aktiviert um dendritisches Wachstum zu 
begrenzen (139). Bei Rac handelt es sich um einen positiven Regulator dendritischen 
Wachstums. Dominant-negatives Rac1 führt zu einer verminderten Anzahl an Dendriten 
kultivierter kortikaler Pyramidalneuronen  von Maus (141) und Ratte (126). Die Expression 
von konstitutiv-aktivem Rac1 führt zu einem gegensätzlichen Effekt (126). Experimente mit 
einem „Time-lapse imaging“ System zeigen, dass Rac1 das Wachstum und die Ausbildung 
von Dendriten über die Beeinflussung der Fluktuation von Retraktionen und Elongationen 
beeinflusst. Konstitutiv-aktives Rac1 führt zu einer erhöhten Ausbildung dendritischer 
Verzweigungen und zu einer erhöhten Retraktion, dominant-negatives Rac1 führt einzig zu 
einer erhöhten Retraktion von Dendriten (142). Die Beeinflussung erfolgt über die 
Verzweigungsdynamik. In organotypischen hippocampalen Schnitten kann kein Effekt von 
konstitutiv-aktivem oder dominant-negativem Rac1 auf die dendritischen Verzweigungen von 
Pyramidalneuronen festgestellt werden (139). 
Neben den GTPasen spielen ein Vielzahl weiterer Regulatoren eine Rolle bei der Entwicklung 
von Dendriten. Den nachfolgenden Signalwegen ist insbesondere Beachtung zu schenken, da 
sie sich mit Plexin-vermittelten Signalwegen überschneiden. Für den Hepatozyten 
Wachstumsfaktor HGF ist in organotypischen kortikalen Schnitten gezeigt worden, dass eine 
exogene Applikation zu einer vermehrten Dendritenausbildung führt und dass die Inhibierung 
von Met, dem HGF-Rezeptor, durch Met-Antikörper oder durch die Expression eines 
dominant-negativen Met-Konstrukts in einem verminderten Dendritenwachstum resultiert 
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(143). Met und HGF werden von Neuronen der CA1-Region des Hippocampus exprimiert 
(144, 145). Weiterhin ist festgestellt worden, dass in hippocampalen Kulturen die koordinierte 
Aktivierung des Ras-PI3K-Akt-mTOR- und Ras-MAPK-Signalwegs zu einer Zunahme der 
dendritischen Komplexität führt (146). Doch auch aus einer alleinigen Aktivierung des PI3K-
Akt-mTOR Signalwegs resultiert ein erhöhtes Wachstum und eine erhöhte Verzweigung von 
Dendriten hippocampaler Neurone (147). Die Aktivierung des PI3K-, als auch der MAPK-
Signalwegs über BDNF führt zu einer Erhöhung der Dendritenanzahl (148). 
 
1.7.5. Ausbildung von Synapsen und Spines 
 
Im Stadium 2 (Abbildung 6) der neuronalen Entwicklung wird bereits ein Großteil der 
synaptischen Komponenten in hippocampalen Neuronen exprimiert. Glutamatrezeptoren, 
Glutamattransporter und Calciumkanäle sind gleichmäßig über die neuronale Membran 
verteilt (149-151). Mit Erreichen von Stadium 3 erfolgt die Einlagerung von synaptischen 
Vesikeln in das entstehende Axon. In Stadium 4 ist bereits die Kompartimentierung 
sämtlicher synaptischer Komponenten etabliert. Glutamatrezeptoren, Glutamattransporter, N-
Typ Calciumkanäle befinden sich in der somatodendritischen Region (149, 150) und die 
synaptischen Vesikel befinden sich selektiv im Axon (152, 153). Wenn der synaptische 
Kontakt geformt wird, kommt es zu einem „clustering“ der synaptischen Vesikel am 
präsynaptischen Ende (152, 153). Zur gleichen Zeit erfolgt eine Anreicherung von 
Glutamatrezeptoren in der postsynaptischen Membran (149, 150). 
Einige Neuronen entwickeln Spines, entlang ihrer Dendriten. An ihren Enden befindet sich 
der Großteil der exzitatorischen Synapsen des Gehirns. Diese Spines sind sehr beweglich und 
heterogen in Form und Größe. Unreife Fortsätze werden als Filopodien bezeichnet, diese sind 
von länglicher, schmaler Form. Vollentwickelte Fortsätze, Spines, haben eine typische Kopf- 
und Nackenstruktur (154, 155). Das Zytoskelett von Filopodien und Spines basiert zum 
großen Teil auf Aktin und Rho GTPasen spielen eine wichtige Rolle in ihrer Formation, 
Erhaltung und Physiologie. Generell fördert eine Aktivierung von Rac und Cdc42 die 
Ausbildung von Spines, während eine Aktivierung von Rho und Rho-kinase zum Verlust von 
Spines führt (112). Die Rho GTPase Rnd1 ist ebenfalls bei  der Ausbildung von Spines 
beteiligt.  Die Expression von Rnd1 in Kulturen von hippocampalen Neuronen der Ratte führt 
zu einer Verlängerung der Spines, ein Knock-down resultiert in einer erhöhten Anzahl 
kopfloser Fortsätze, in einer reduzierten Spinelänge und Spineanzahl (156). 
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Eine direkte Beteiligung von Semaphorinen bei der Entwicklung von Spines kann für 
Sema3A und Sema4D nachgewiesen werden. Die Sema3A-Applikation auf Kulturen 
kortikaler Neurone führt zu einem „clustering“ von PSD-95 („postsynaptic density-95“) und 
Synapsin an der Synapse. Sema3A Knockout-Mäuse zeigen außerdem eine verminderte 
Dichte synaptischer Boutons (157). Kürzlich ist gezeigt worden, dass die Sema3A-induzierte 
Spineentwicklung einer cdk5 („cyclin dependent kinase 5“)-vermittelten Phosphorylierung 
von CRMP1 abhängt (158). Für Sema4D ist bei kultivierten hippocampalen Neuronen 
ebenfalls ein für die Spineentwicklung fördernder Effekt beschrieben. Die Applikation von 
Sema4D führt zu einer Aktivierung von RhoA, einer Erhöhung der Spinedichte und 
Änderungen in der Spineform. Diese Effekte können durch die Behandlung der Neurone mit 
Y-27632, einem Rho-Kinase-Inhibitor geblockt werden (159). 
 
1.8. Ziel der Studie 
 
Semaphorine und ihre transmembranären Rezeptoren, Plexine, sind wichtige Regulatoren bei 
der Entwicklung des zentralen Nervensystems, der Organogenese, Angiogenese, des 
invasiven Wachstums und der Apoptose (21, 160). In sich entwickelnden neuronalen 
Systemen werden sie klassischerweise mit der axonalen Navigation, bei der sie in 
Abhängigkeit von äußeren Einflüssen und des Neuronentypus entweder retrahierend oder 
attrahierend wirken (161). So wird auch Sema4D mit einer auf axonale Wachstumskegel 
kurzzeitig repulsiven Wirkung in Verbindung gebracht, die über Plexin-B1 vermittelt wird 
und bei der sowohl die Aktivierung von RhoA und den Rezeptortyrosinkinasen ErbB-2 und 
Met, als auch eine Inhibition von R-Ras von Bedeutung sind (96, 100).  
Diese Studie wurde mit dem Ziel durchgeführt, die Rolle von Sema4D und den B-Plexinen 
bei der Entwicklung der Zytoarchitektur hippocampaler Neurone eingehender zu untersuchen. 
Neben den akuten Sema4D-Effekten auf die Wachstumskegel von Neuronen lagen zu Beginn 
dieser Arbeit keine Studien über die Zusammenhänge von Sema4D und B-Plexinen auf die 
axonale oder dendritische Entwicklung und Morphologie vor. Insbesondere sollten folgende 
Punkte eingehender untersucht werden: 
1. Welche Bedeutung hat das Expressionsmuster von Sema4D und den B-Plexinen für die 
Entwicklung hippocampaler Neurone? 
2. Welchen Beitrag leisten die diversen Signalwege der B-Plexine bei der Entwicklung? 






2.1. Chemikalien und Reagenzien 
Acrylamid 40%, Mischung 37,5:1 Roth, Karlsruhe 
Agar-Agar Applichem, Darmstadt 
Agarose Invitrogen, Karlsruhe 
Ammoniumacetat Roth, Karlsruhe 
Ammoniumchlorid Applichem, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat Applichem, Darmstadt 
Ampicillin Natriumsalz Applichem, Darmstadt 
Aprotinin Applichem, Darmstadt 
ATP-Lösung Ambion, Cambridgeshire, UK 
B27-Supplement Invitrogen, Karlsruhe 
BES Applichem, Darmstadt 
BME Invitrogen, Karlsruhe 
Bromophenolblau Natriumsalz Sigma, Schnelldorf 
BSA (bovine serum albumin) ICN Biomedicals, Ohio 
Calciumchlorid  Applichem, Darmstadt 
Chloroform Roth, Karlsruhe 
Coomassie Blau Sigma, Schnelldorf 
Cytochalasin B Sigma, Schnelldorf 
Dichlormethan Merck, Darmstadt 
DiI Invitrogen, Karlsruhe 
DMEM Invitrogen, Karlsruhe 
Diethanolamin Merck, Darmstadt 
Dimethylformamid Merck, Darmstadt 
DMSO (Dimethylsulfoxid) für Zellkultur Sigma, Schnelldorf 
dNTP- Mischung Roth, Karlsruhe 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Merck, Darmstadt 
Essigsäure Applichem, Darmstadt 
Ethanol, absolut Applichem, Darmstadt 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
FBS (fetal bovine serum) Invitrogen, Karlsruhe 
FCS (fetal calf serum) Invitrogen, Karlsruhe 
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Ficoll 400 Sigma, Schnelldorf 
Glucose Applichem, Darmstadt 
Glutamin Invitrogen, Karlsruhe 
Glycerol Merck, Darmstadt 
Glycin Sigma, Schnelldorf 
GMEM Sigma, Schnelldorf 
Goat Serum Invitrogen, Karlsruhe 
GS supplement 50x Sigma, Schnelldorf 
HBSS Invitrogen, Karlsruhe 
Hefeextrakt Applichem, Darmstadt 
HEPES Roth, Karlsruhe 
Hoechst 33342 (Dapi) Molecular Probe 
Horse Serum Invitrogen, Karlsruhe 
Imidazol Sigma, Schnelldorf 
Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Applichem, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat Applichem, Darmstadt 
Kaliumhexacyanoferrat (II) Merck, Darmstadt 
Kaliumhexacyanoferrat (III) Sigma, Schnelldorf 
Kaliumhydroxid Applichem, Darmstadt 
Kanamycin Applichem, Darmstadt 
Leupeptin Applichem, Darmstadt 
L-Homoarginine Sigma, Schnelldorf 
L-Methionin Sulfoximin Sigma, Schnelldorf 
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat Applichem, Darmstadt 
Methanol Applichem, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol Sigma, Schnelldorf 
Mineralöl Sigma, Schnelldorf 
Mowiol 40-88 Sigma, Schnelldorf 
Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumazid Sigma, Schnelldorf 
Natriumchlorid Applichem, Darmstadt 
Material 
33 
Natriumdihydrogenphosphat Applichem, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat Applichem, Darmstadt 
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe 
Natriumorthovanadat Sigma, Schnelldorf 
NBT/ BCIP Lösung Roche, Mannheim 
Ni-NTA Agarose Qiagen, Hilden 
p-Nitrophenylphosphat Sigma, Schnelldorf 
Nonidet P40 Applichem, Darmstadt 
Paraformaldehyd Applichem, Darmstadt 
PBS (für Zellkultur) Invitrogen, Karlsruhe 
Penicillin/ Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe 
Pepstatin A Applichem, Darmstadt 
Phalloidin-TRITC (1:200) Sigma, Schnelldorf 
Phenol Roth, Karlsruhe 
Poly L-Lysine Hydrombromid Sigma, Schnelldorf 
Ponceau S Applichem, Darmstadt 
Proteinase K Applichem, Darmstadt 
Roti-Quant Roth, Karlsruhe 
Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe 
SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) Applichem, Darmstadt 
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Applichem, Darmstadt 
Tetrazyclin Sigma, Schnelldorf 
Triton X-100 Applichem, Darmstadt 
Trockenmilch Applichem, Darmstadt 
Trypsin/ EDTA Invitrogen, Karlsruhe 
X-Gal Peqlab, Erlangen 
 
2.2. Antikörper 
goat anti-mouse-FITC Dianova, Hamburg 
goat anti-mouse-TRITC Dianova, Hamburg 
goat anti-mouse-HRP Amersham-Bio, Freiburg 
goat anti-rabbit-HRP Sigma, Schnelldorf 
mouse anti-Calbindin Chemicon, Temecula, CA 
mouse anti-c-Myc Santa Cruz Biotechnology, HD 
Material 
34 
mouse anti -MAP2 Sigma, Schnelldorf 
mouse anti -NeuN Chemicon, Temecula, CA 
mouse anti -Synaptophysin Chemicon, Temecula, CA 
mouse anti -Tau-1 Chemicon, Temecula, CA 
mouse anti -VSV Sigma, Schnelldorf 
rabbit anti -FLAG Sigma, Schnelldorf 
rabbit anti -Calretinin Chemicon, Temecula, CA 
rabbit anti -GFAP Dako,High Wycombe, UK 
rabbit anti -His(6) Abcam, Cambridgeshire, UK 
rabbit anti -GFP Invitrogen, Karlsruhe 
rabbit anti -GSK-3beta Chemicon, Temecula, CA 
rabbit anti -GSK-3beta [pS9] Biosource, Camarillo, CA 
rabbit anti -mTOR Cell Signaling, Danvers, MA 
rabbit anti -phospho-mTOR (Ser2448) Cell Signaling, Danvers, MA 
rabbit anti-Sema4D Shinobo Inagaki, Aichi, Japan 
rat anti -Tubulin Chemicon, Temecula, CA 
 
2.3. Inhibitoren und Wachstumsfaktoren 
 
Rapamycin (FRAP/mTOR Inhibitor) Cell Signaling, Danvers, MA 
EGF, Epidermal Growth Factor Sigma, Schnelldorf 
LiCl Sigma, Schnelldorf 
LY-27632 Yoshitomi Ind., Saitama, Japan  
PD98059 Cell Signaling, Danvers, MA 
LY294002 (PI3K-Inhibitor) Merck, Darmstadt 
K-252a Merck, Darmstadt 
AG825 Merck, Darmstadt 
 
2.4. DNS- und Proteinmarker 
 
PageRuler prestained protein ladder Fermentas, St. Leon-Rot 





2.5. Reagenziensysteme und Kits 
 
Immoblion Western, HRP-Substrate Millipore, Danvers, MA 
Nucleobond PC-500 Plasmid Maxi Kit Macherey-Nagel, Düren 
Serva Silverstain Kit Serva, Heidelberg 
Vectastain ABC Elite Kit Vector Labs, Grünberg 
DIG RNA Labelling Kit Roche, Mannheim 
DIG Wash and Block Buffer Set Roche, Mannheim 
 
2.6. Plasmide und Vektoren 
 
Sema4D-AP-His Luca Tamagnone, Universität Turin 
pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe 
pEGFP-N1 Clontech, Mountain View, USA 
FLAG-PDZ RhoGEF  S. Kubick, Kazusa 
VSV-Plexin-B1 Luca Tamagnone, Universität Turin 
Myc-RhoA Antje Gohla, Universität Düsseldorf 
dn-Plexin-B2 Konstrukt Alexandra Hirschberg, Universität HD 
 
2.7. Bakterienstämme und Zelllinien 
 
DH5α Genotyp: F- ö80lacZ.M15. (ƒvlacZYA-argF)U169 recA1 endA1 
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 ë- 
Invitrogen, Karlsruhe 
DH10B Genotyp: F- mcrA. (mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ.M15 .lacX74 
recA1 endA1 araD139. (ara, leu)7697 galU galK ë- rpsL nupG 
Invitrogen, Karlsruhe 
HEK293 American Type Cell Culture Collection 





2.8. Verwendete Ratten- und Mauslinien  
 
Tabelle 1: Verwendete Mauslinien 
Name Bemerkung 
Wistar Wildtyp Rattenlinie, Charles River, Sulzfeld 
plxnb1-/-   C57BL/6 Klassische Plexin-B1 Knockout-Linie, C56Bl6 Hintergrund, 
Suhua Deng, Universität Heidelberg 
plxnb2 -/- C57BL/6 Klassische Plexin-B2 Knockout-Linie, C57BL/6 Hintergrund, 
Suhua Deng, Universität Heidelberg 
plxnb2 -/- CD1 Klassische Plexin-B2 Knockout-Mauslinie, CD1 Hintergrund, 
Suhua Deng, Universität Heidelberg 
plxnb2lacZ/+ Heterozygote Plexin-B2 Knock-in-Mauslinie, enthalten cDNS für ß-
Galaktosidase im Plexin-B2 Genlokus.   





2.9.1. Primer für Genotypisierungen 
 
PB1AG1 5’-GTC CAT GTG GAA CGC GAA G-3’ 
PB1SAS1 5’-GCT GGG TCC TGA AGG CTG-3’ 
PB1AG2 5’-CCA GGT GTG TTT GCC TAT CC-3’ 
PB1SLOXPAS 5’-TGG CTC TTC AAC AGT CCT TCC-3’ 
PB2AG 5’-ATA CGA GCC TTT GAG CCA TTG-3’ 
B_Lox_Seq 5’-GGG CTC AGC GAT GAC AAC C-3’ 




2.9.2. Primer für in-situ-Hybridisierungen 
 
PB1sense04 5’-CCT CCG AGA GGC TCC AGA TGC T-3’ 
PB1antisense04 5’-GCA GTG CCA TCC TCC AGG-3’ 
PB2sense04 5’-CAA GCG GCG GCA GAA GCG AGA-3’ 
PB2antisense04 5’-ATC TGC TGT AGG CGG AAG GCC AG-3’ 
CD100sense01 5’-GCC TAG CTT CGT CTT TGC TGA CGT G-3’ 




Proteinase K Applichem, Darmstadt 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt 
Taq-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 
 
2.11. Filter und Membranen 
 
Blotting-Papier NeoLab, Heidelberg 
Millicell Plate Insert Millipore, Danvers, MA 
Nalgene Filtereinheiten, 1000ml Nalge, Hereford, UK  
Protran Nitrozellulose Transfer Membran Whatman, Dassel 
Centricon Plus-20, 100k Millipore, Danvers, MA 
 
2.12. Zubehör für die PDS1000 Genkanone 
 
1.6 Micron Gold Bio-Rad, Hercules CA 
Rupture Disks, 1100 PSI Bio-Rad, Hercules CA 
Microcarrier Bio-Rad, Hercules CA 
Stopping Screens Bio-Rad, Hercules CA 




2.13. Pufferansätze und Lösungen 
 
Tabelle 2: Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Pufferansätze und Lösungen 












0,177 mg/ ml 
0,33 mg/ ml 
 





















0,01 % w/v 
0,02 % v/v 












0,01 % w/v 






















Fortsetzung Tabelle 2: Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Pufferansätze und Lösungen 
Name Komponenten Endkonzentration Bemerkungen 
DNS-Ladepuffer (10x) Ficoll 400 



















0,5 mg/ ml 
0,1 % (w/v) 
20 mM 
 









ad 1000 ml 















Krebs- Lösung NaCl 5 M 
KCl 1 M 
MgSO4 1 M 
NaHCO3 1 M 
NaH2PO4 0,2 M 
CaCl2 1 M 
Glucose 1 M 
24,8 ml/ l 
3 ml/ l 
1,3 ml/ l 
26 ml/ l 
6,25 ml/ l 
2 ml/ l 
10 ml/ l 
- sterilfiltrieren,    
pH 7,38 














Fortsetzung Tabelle 2: Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Pufferansätze und Lösungen 












Tris HCl pH 8,5 
10 % w/v 



























P3 Kaliumacetat 3 M pH 5,5 
Paraformaldehyd PFA 
in PBS 
4 % w/v auf pH 8,0 mit 
NaOH einstellen 
















Poly-L-Lysin Lösung Poly-L-Lysin 






















Fortsetzung Tabelle 2: Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Pufferansätze und Lösungen 










RIPA (4x) NaCl 
Tris pH 7,4 















1 µg/ ml 
1 µg/ ml 
0,1 mM 
1 µg/ ml 
2 mM 
 
RNAseA-Puffer (ISH) NaCl 
Tris pH 8,0 









30,4 g/ l 
10 ml/ l 
pH 6,8 






pH 9,8 (mit NaOH 
einstellen),         bei 
-20°C lagern 

























Fortsetzung Tabelle 2: Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Pufferansätze und Lösungen 
Name Komponenten Endkonzentration Bemerkungen 


































2.14. Medien für Bakterienkultur 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung der Medien für die Bakterienkultur 
Name Komponenten Endkonzentration Bemerkungen 
LB- Medium Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
10 g/ l 
5 g/ l 
5 g/ l 
pH 7,4, bei 121°C 
und 1bar für 5 Min. 
dampfsterilisieren 




10 g/ l 
5 g/ l 
5 g/ l 
15 g/ l 
bei 121°C und 1bar 






2.15. Medien für Zellkultur 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung der Medien für die Zellkultur 
Name Komponenten 
CHO-Kulturmedium GMEM 500 ml 
FBS 50 ml 
GS supplement 50x 10 ml 
L-Methionin Sulfoximin (200 µM) 20,2 mg 
CHO-Einfriermedium  70% GMEM mit GS supplement 
20% FBS 
10% DMSO 
nach dem Auftauen werden die Zellen 2 Tage ohne L-Methionin 
Sulfoximin wachsen gelassen  
HEK- Kulturmedium FBS 50 ml 
Glutamin (200 mM) 5 ml 
Penicillin/ Streptomycin (10000 U/ ml, 10000 µg/ ml) 5 ml 
ad DMEM 500 ml 
HEK- Transfektions-
medium 
FCS 50 ml 
Glutamin (200 mM) 5 ml 






25% Horse Serum 
25% HBSS 
4,5mg/ ml Glucose 
0,1 mM L-Glutamin 




FBS 50 ml 
Glucose 45% 5,5 ml 
Natriumpyruvat 100 mM  
Glutaminsäure 25 mM 0,55 ml 
Penicillin/ Streptomycin (10000 U/ ml, 10000 µg/ ml) 5 ml 











B27 Supplement 10 ml 
L-Glutamin 200 mM 
Penicillin/ Streptomycin (10000 U/ ml, 10000 µg/ ml) 5 ml 
ad 500 ml Neurobasalmedium 
 








3.1. Sterilisation von Lösungen und Glasware 
 









HEK-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in 10 cm-Zellkulturschalen mit 10 ml HEK-
Medium kultiviert. Zum splitten wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen, trypsiniert, in 
einem geeigneten Volumen HEK-Medium mittels Pasteurpipette resuspendiert und auf 10 
cm-Zellkulturschalen ausgesät. 
 
3.2.2. Sema4D-exprimierende Lec3.2.8.1 CHO Zelllinie  
 
Die CHO-Zelllinie wurde nach dem Auftauen zwei Tage in CHO-Kulturmedium ohne L-
Methionin Sulfoximin kultiviert. Im Anschluss wurde das Medium durch CHO-
Kulturmedium ersetzt und die Zellen in 20 ml Zellkulturschalen weiterkultiviert. Nach 3 
Tagen wurde der Sema4D-angereicherte Überstand abgenommen. Das Einfrieren der Zellen 
erfolgte in CHO-Einfriermedium. 
 
3.2.3. Primärkultur embryonaler hippocampaler Neurone 
 
Die Entnahme der Hippocampi von Maus und Ratte erfolgte am embryonalen Tag 17 in einer 
HEPES/ PBS/ Glucose-Lösung. Nach der Entnahme wurden die Hippocampi 15 Min. 
trypsiniert, dreifach in PBS gewaschen und mittels Pasteurpipetten im Ausplattiermedium 
dissoziiert. Anschließend erfolgte die Kultivierung in 24-well-Platten auf Poly-L-Lysin 
überzogenen Coverslips in Ausplattiermedium. Die Konzentration betrug experimentabhängig 
50.000 Zellen/ ml, bzw. 80.000 Zellen/ ml. Nach 4 Std. wurde das gesamte Medium durch 
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NB-Medium ersetzt. Alle 2 bis 3 Tage wurde die Hälfte des Überstandes durch NB- Medium 
ersetzt. In Abhängigkeit vom Experiment erfolgte eine Kultivierung von 2, bzw. 21 Tagen. 
Nach dieser Zeit erfolgte eine 10-minütige Fixierung der Zellen in 4% Paraformaldehyd. 
 
3.2.4. Organotypische hippocampale Kulturen 
 
Die Mausgehirne wurden am postnatalem Tag 5 entnommen und in eine 4°C Carbogen-
oxygenierte Krebs-Lösung gegeben. Die Gehirne wurden anschließend in 5% Agar 
eingebettet und auf einem Vibratom in koronare 350 µm Schnitte geteilt. Die Kultivierung 
erfolgte auf Millicell®-Membranen in 3 cm Zellkulturschalen in Kulturmedium für 
hippocampale organotypische Schnitte.  
 
3.3. Applikation von  Sema4D, Inhibitoren und Viren  
 
Die Hälfte des Überstandes wurde DIV 3 von den Kulturen abgenommen und mit der dem 
Experiment entsprechenden Sema4D-Präparation in der entsprechenden Konzentration 
vermengt. Anschließend wurde der Sema4D-angereicherte Überstand zu dem verbleibenden 
Überstand in den Platten zurückgeführt.  
Bei den Experimenten mit Inhibitoren wurden vor der Sema4D-Zugabe die primären 
Neuronen im Falle der Inhibitoren Y-27632, AG825, K252a, PD98059, LY294002, LiCl, 
Rapamycin für 20 Min. und im Falle von PD98059 für 1 Std. vorinkubiert.  
Der dominant-negative Plexin-B2-Virus wurde DIV 1 auf die Neuronen unmittelbar nach der 
Zugebe des NB-Mediums appliziert. Der Virustiter betrug 1 x 107, es wurde eine 1:5000 
Verdünnung eingesetzt, die in einer 30-prozentigen Transfektionsrate resultierte.  An DIV 3 
wurden die Experimente an den mit Virus-versetzten Neuronen durchgeführt, im Anschluss 
wurde die Effizienz der Infektion mittels Immunzytochemie überprüft. 
 
3.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentrationen von DNS wurden photometrisch bestimmt. Der Quotient A260/A280 
diente dabei als Maß für die Reinheit der Nukleinsäuren. Außerdem wurde die ermittelte 
Konzentration zusätzlich auf einem  Agarosegel durch Vergleich der Bandenintensität mit 




3.5. Transfektion nach der Calciumphosphat-Methode 
 
Die HEK-Zellen wurden auf 10 cm-Petrischalen bis zu 70prozentiger Konfluenz kultiviert. 
Das HEK-Kulturmedium wurde durch 9 ml HEK-Transfektionsmedium ersetzt. 15 µg der zu 
transfizierenden DNS wurden in 450 µl H2O gelöst. 500µl 2xBBS wurden nach kräftigem 
Schütteln zur Lösung hinzugefügt. Anschließend wurden 50 µl CaCl2 (2,5 M) tropfenweise 
zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt, 20 Min. bei RT inkubiert und dann tropfenweise auf 
die vorbereiteten Zellkulturschalen pipettiert. Nach einer Inkubation von 3,5 Std. bei 37°C im 
Zell-Inkubator wurde das HEK-Transfektionsmedium mit der Transfektionslösung durch 
HEK-Kulturmedium ersetzt. 
 
3.6. Transformation  
 
50 ng Plasmid-DNS wurden mit 50 µl der auf Eis aufgetauten chemokompetenten Bakterien 
gemischt und für 15 Min. auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien 50 Sek. bei 
42°C im Wasserbad inkubiert und anschließend sofort wieder auf Eis gestellt. Nach 2 Min. 
auf Eis wurden die Bakterien in 900 µl LB-Medium aufgenommen und bei 37°C für 1 Std. 
geschüttelt. Anschließend wurden die Bakterien auf 37°C vorgewärmte Agarplatten 
ausplattiert, die ein Antibiotikum, entsprechend der auf dem Vektor codierten Resistenz, 
enthielten. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
3.7. Restriktionsverdau von DNS 
 
Ein Reaktionsansatz zur enzymatischen Spaltung von DNS durch Restriktionsendonukleasen 
enthielt folgende Komponenten: 
 
X µg zu verdauende DNS 
1/10 des Gesamtvolumens 10x Puffer (passend zu verwendeten Restriktions-
endonuklease gemäß Herstellerangaben) 
1/10 des Gesamtvolumens BSA 100 µg/ ml 
1 U pro µg DNS Restriktionsendonuklease 
  
Bei Enzymen ohne „star activity“, d.h. ohne unspezifische Aktivität wurde bei Bedarf mit 
einer größeren Menge Enzym „überverdaut“. Das Volumen der eingesetzten 
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Restriktionsendonuklease betrug dabei maximal 1/10 des Gesamtvolumens des 
Reaktionsansatzes. Der Ansatz wurde bei für das jeweilige Enzym geeigneter Temperatur für 
1 Std. inkubiert. Der Verdau wurde auf einem Agarosegel kontrolliert. 
 
3.8. Extraktion und Aufreinigung von DNS 
 
3.8.1. Aufreinigung genomischer DNS aus Gewebe 
 
Zu 1 cm Mausschwanz entsprechend ca. 200 mg Gewebe wurden 300 µl Tail-Lysepuffer 
zugegeben und über Nacht bei 56°C auf dem Schüttler (1400 rpm) inkubiert. Nach 
Abzentrifugieren für 3 Min. bei 12000 g wurde der Überstand abgenommen und eine Phenol-
Chloroformextraktion durchgeführt. Hierzu wurde jeweils einmal mit 300 µl Phenol, 300 µl 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 300 µl Isoamylalkohol extrahiert. 
Anschließend wurde die wässrige Phase mit 0,5 Vol. 7,5 M Ammoniumacetat und 2,5 Vol. 
eiskaltem 100% Ethanol gefällt und das DNS-Pellet nach Abzentrifugieren (5 Min. 12000 g) 
einmal mit 70% Ethanol gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieren (3 Min., 12000 g) 




Nach der Transformation von Bakterien (Kapitel 3.6) wurden unter sterilen Bedingungen 
Bakterien-Einzelkolonien in 3 ml LB-Medium überführt. Das Medium enthielt dabei ein 
Antibiotikum entsprechend der auf dem transformierten Vektor codierten Resistenz. Nach 
Schütteln über Nacht bei 37°C wurden die Kulturen durch Zentrifugation bei 3200 g für 5 
Min. pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Bakterien-Pellet in 200 µl P1 
resuspendiert. Anschließend wurden die Bakterien durch Zugabe von 200 µl P2 lysiert. Nach 
Zugabe von 200 µl P3 zur Neutralisation wurde der Ansatz für 5 Min. auf Eis inkubiert. Nach 
Zentrifugation bei 16000 g für 10 Min. bei RT wurde der Überstand einer Phenol-
Chloroform-Extraktion unterzogen (Kapitel 3.8). Die DNS wurde mit 500 µl Isopropanol für 
10 Min. bei -20°C präzipitiert und anschließend für 10 Min. bei 16000 g und RT 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen, 5 Min. bei 16000 g und 






Nach Transformation (Kapitel 3.6) wurden Bakterien-Einzelkolonien unter sterilen 
Bedingungen in 3 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) überführt. Nach Inkubation  bei 37°C 
für 3 Std. auf dem Schüttler wurde 1 ml der Kultur in 300 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) 
überführt. Nach Inkubation über Nacht bei 37°C auf dem Schüttler wurde die Maxipräparation 





Polymerasenkettenreaktionen (PCR) wurden unter Verwendung der Taq Polymerase („non-








ad 50 µl 
„template“-DNS 
„sense“-Primer 10 mM 
„antisense“-Primer 10 mM 
10x Taq-Reaktionspuffer 
MgCl2 25 mM 
dNTPs 25 mM 
Taq-Polymerase 5 U/ µl 
H2O 
Die Reaktionen wurden auf Eis angesetzt, mit Mineralöl beschichtet und unter Verwendung 
des folgenden Programms in einem Thermocycler inkubiert: 















1 Min./ kb Länge der „template”-DNS 
10 Min. 
Die Schritte 2 bis 4 wurden dabei 30 Mal wiederholt. Die Tm, d.h. die Schmelztemperatur der 




3.10. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNS 
 
Zur gelelektrophoretischen Trennung von DNS wurden, abhängig von der erwarteten 
Fragmentlänge 1-prozentige Agarosegele hergestellt. Die Agarose wurde hierzu in 1x TAE-
Puffer durch Kochen vollständig gelöst, die Lösung abgekühlt, mit Ethidiumbromid (0,1 µg/ 
ml) versetzt und in eine Horizontalkammer gegossen. Nach Aushärtung wurde das Gel in eine 
mit 1x TAE gefüllte Gelelektrophoresekammer überführt. Die zu analysierenden Proben 
wurden mit 0,1 Vol. 10x DNS-Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen gefüllt. Durch 
Anlegen eines elektrischen Feldes (Spannung 5V/ cm Elektrodenabstand) wurden die 
Nukleinsäuren entsprechend ihrer Größe aufgetrennt und konnten aufgrund der Interkalation 
des Ethidiumbromids unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die Dokumentation wurde 
mit Hilfe eines Polaroidsystems (Bio Doc Analyze, Whatman) durchgeführt. 
 
3.11. Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen 
 
Zu gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter Verwendung eines „Mini-Protean III-Systems“ 
(BioRad) genutzt. Das Trenngel wurde hierbei luftblasenfrei zwischen zwei Glasscheiben in 1 
mm Abstand gegossen und mit Isopropanol überschichtet. In Abhängigkeit der 
aufzutrennenden Proteine wurden 6- und 10-prozentige Gele folgender Zusammensetzung 
verwendet: 
 
Tabelle 5: Zusammensetzung der Trenngele bei der Gelelektrophorese von Proteinen 
6prozentiges Trenngel 10prozentiges Trenngel Komponenten 
1,08 ml 0,9 ml H2O 
1,02 ml 1,7 ml 30% Acryl-Bisacrylamid 
2,5 ml 2,5 ml Trenngelpuffer 
0,04 ml 0,04 ml APS 12,5 % 
0,004 ml 0,004 ml TEMED 
 
Nach vollständiger Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das 




Tabelle 6: Zusammensetzung der Sammelgele bei der Gelelektrophorese  
von Proteinen 
Sammelgel Komponenten 
0,75 ml H2O 
0,5 ml 30% Acryl-Bisacrylamid 
1,25 ml Sammelgelpuffer 
0,03 ml APS 10% 
0,003 ml TEMED 
 
In das Sammelgel wurde ein Gelkamm eingeführt. Nach der vollständigen Polymerisation des 
Sammelgels wurde der Kamm entfernt und in die entstandenen Taschen 25 µl der mit 4x 
Laemmli-Puffer versetzten Probe eingefüllt. Ein Molekulargewichtsstandard wurde 
standardmäßig mitgeführt, um eine spätere Zuordnung der detektierten Proteine zu einem 
Molekulargewicht zu erlauben. Der Gellauf wurde bei 150 V im Laufpuffer durchgeführt. Die 
Gele wurden anschließend für Coomassie-, Silberfärbungen (Kapitel 3.12.2-3) oder den 
Western Blot (Kapitel 3.17) verwendet. 
 
3.12. Konzentrations- und Aktivitätsbestimmungen von Proteinen 
 
3.12.1.  Aktivitäts- und Konzentrationsbestimmung über Alkaline-Phosphatase-
Aktivität 
 
Zur Bestimmung der AP-Aktivität des Sema4D-AP-Konstrukts wurden 250 µl des 
Überstandes von mit dem Konstrukt transfizierten HEK-Zellen abgenommen und für 5 Min. 
auf 65°C im Wasserbad erwärmt, um endogene Phosphatasen zu inaktivieren. Anschließend 
wurde das Medium 2 Min. bei 14000 g zentrifugiert. Es wurden 10 µl Medium mit 90 µl H2O 
und 100 µl 2x SEAP-Puffer versetzt und für 10 Min. in einer 96-Well-Platte auf 37°C 
erwärmt. Anschließend wurden 20 µl vorgewärmter pNPP-Puffer zugegeben und vermengt. 
Es folgte die Messung der Absorbtion bei 405 nm (A405) in einem Spektrometer (Ascent, 
Thermo Electron Corporation) bei RT in 1 Min.-Intervallen. Die ermittelte Absorbtion wurde 
gegen die Zeit geblottet und die maximale lineare Reaktionsrate ermittelt. 1 mU ist als die 
Menge an AP definiert, die 1 pmol para-Nitrophenylphosphat pro Min. umsetzt. Dies 
entspricht einem Anstieg der Absorbtion von 0,04 A405 pro Min.. Die Konzentration an 
Sema4D-AP wurde über die Spezifische Aktivität der SEAP von 2000 mU/ µg Protein und 
dem Molekulargewicht von SEAP bestimmt 162, 163. 
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3.12.2.  Coomassie-Färbung von Proteingelen 
 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine (Kapitel 3.11) wurde das Gel mit 
200 ml Proteingel-Färbelösung versetzt und für 1 Std. bei RT auf dem Taumler inkubiert. 
Anschließend wurde das Gel mit H2O gewaschen und es wurden 200 ml Proteingel-
Entfärbelösung zugegeben und für 45 Min. auf dem Taumler bei RT inkubiert. Die 
Proteingel-Entfärbelösung wurde ausgetauscht und das Gel wurde über Nacht bei RT auf dem 
Taumler weiter entfärbt. Anschließend wurden die Gele mit Tos-Puffer in Folie 
eingeschweißt und bei 4°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch 
den Bandenvergleich mit BSA-Vergleichsbanden von 0.1, 0.25, 0.5, 1, 3, 5, 7 und 10 µg. 
 
3.12.3.  Silberfärbung von Proteingelen 
 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine (Kapitel 3.11) wurde die 
Silberfärbung unter Zuhilfenahme des „Serva Silverstain Kits“ (Kapitel 3.12.3)  entsprechend 
der Herstellerangaben durchgeführt. Nach der Färbung wurden die Gele mit TBS-Puffer in 
Folie eingeschweißt und bei 4°C gelagert. 
 
3.12.4.  Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode 
 
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde in 96-Loch-Platten durchgeführt. 
Zunächst wurde aus einer BSA-Stammlösung (100µg/ ml) eine Verdünnungsreihe hergestellt 
(0, 20, 30, 40, 50, 80, 100 µg/ ml). Die zu messenden Proben wurden ebenfalls verdünnt 
(1:25, 1:50, 1:100, 1:200). 50µl der jeweiligen Verdünnungen wurden mit 200 µl Roti-Quant 
(2,56:10 in H2O verdünnt) versetzt und für 5 Min. bei RT inkubiert. Danach wurde die 
Absorbtion der Proben bei 595 nm (A595) in einem Spektrometer (Ascent, Thermo Electron 
Corporation) gemessen und basierend auf der BSA-Standardkurve mit der Hersteller-Software 
die Proteinkonzentration errechnet. 
 
3.12.5.  Bestimmung der Proteinfunktionalität über RhoA-Aktivierung 
 
Die Bestimmung von aktiviertem RhoA erfolgte über eine Präzipitation mittels einer RBD-
Bindungsdomäne, die nur GTP-gebundenes, d.h. aktiviertes RhoA, bindet. Hierzu wurden 
zunächst HEK-Zellen mit VSV-getaggten Plexin-B1, FLAG-getaggten PDZ-RhoGEF und 
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Myc-getaggten RhoA mit der Calciumphosphat-Methode (Kapitel 3.5) transfiziert. 24 Std. 
nach der Transfektion wurden die Zellen für 12 Std. „gestarved“ und anschließend mit 
konzentriertem (Kapitel 3.13) oder purifiziertem (Kapitel 3.14) Sema4D- oder 
Kontrollmedium versetzt. Die Menge an aktiviertem zellulären RhoA wurde über die 
Präzipitation mit einem Fusionsprotein, bestehend aus GST und der Rho-Bindungsdomäne 
von Rhotekin (GST-RBD) vollzogen. Hierzu wurden zunächst die Zellen lysiert (Kapitel 
3.15) und dann in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit dem Fusionsprotein versetzt 
und 50 Min. bei 4°C rotiert. Es folgten 4 Waschschritte der „Beads“ in RIPA-Puffer. 
Anschließend wurden der „Bead“-Pellet in 25 µl Laemmli-Puffer aufgenommen und für 5 
Min. auf 99°C erhitzt. Die Menge an präzipitiertem RhoA wurde über einen Western Blot 
ermittelt (Kapitel 3.17) ermittelt. Die Bestimmung der RhoA-Aktivierung wurde in 
Kooperation mit Jakub Swiercz, Universität Heidelberg, durchgeführt. 
 
3.13. Aufkonzentrierung von Proteinen aus Zellüberständen 
 
Die Aufkonzentrierung der Proteinen aus Überständen transfizierter HEK-Zellen erfolgte 
unter Zuhilfenahme von Konzentratoren (Centricon Plus-20, Millipore) die selektiv Proteine 
mit einer Größe über 100 kDa zurückhalten. Vor der Verwendung wurden die Konzentratoren 
zunächst mit 70 % EtOH befüllt und bei 4000 g für 10 Min. zentrifugiert. Anschließend 
wurden sie mit PBS versetzt und erneut bei 4000 g für 10 Min. zentrifugiert. 48 Std. nach der 
Transfektion wurden die Überstände von den HEK-Zellen abgenommen, für 5 Min. bei 2000 
g und 4°C zentrifugiert und in die Konzentratoren gegeben. Es folgte eine Zentrifugation von 
25 Min. bei 4000 g und 4°C. Die Konzentratoren wurden anschließend invertiert und das 
Konzentrat wurde aus ihnen  über eine Zentrifugation von 1 Min. bei 1000 g und 4°C 
gewonnen. Anschließend wurde die Aktivität des Konzentrats über die alkaline 
Phosphataseaktiviät der exprimierten Proteine bestimmt (Kapitel 3.12.1) und die 
Proteinlösungen wurden auf eine Aktivität von 3000 mU/ml standardisiert. In den jeweiligen 
Experimenten wurde diese Stammlösung auf eine Aktivität von 150 mU/ml verdünnt. Dies 






Zu Proteinpurifizierung wurden Proteine aus Zellüberständen mittels Affinitäts-
chromatographie zunächst getrennt, dann unter Zuhilfenahme von Zentrifugationsfiltern 
aufkonzentriert und über eine Gelfiltrationschromatographie gereinigt.  
Im ersten Schritt, der Affinitätschromatograpie, wurde das Zellkulturmedium abgenommen 
und 10 Min. bei 3000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, filtriert 
(0,22 µm) und das Filtrat 1:3 mit PBS verdünnt und 1 M Tris-HCl pH 8,0 auf 10 mM 
eingestellt. Es wurde Ni-NTA Agarose zugegeben (2,5 ml/ l Medium) und für 2 Std. bei 4°C 
rotiert. Im Anschluss wurde die Suspension auf die Säule (Econo-Column Chromatography 
Column, BioRad) gegeben und die Säule mit dem 20fachen Volumen an 10 mM Tris/ pH 8,0 
gewaschen. Die Elution erfolgte unter Zugabe des 5-10fachen Volumens an Elutionslösung. 
Das Eluat wurde auf einen Zentrifugationsfilter (Amicon Ultra-15, Millipore) gegeben und 
bei 4000 g und 4°C auf ca. 250 µl eingeengt. Es folgte nun die Gelfiltrationschromatographie 
auf einem Säulenchromatographen. Zunächst wurde die Säule (Superdex 200 10/300 GL, 
Amersham) mit H2O gewaschen und im Anschluss mit Laufpuffer (PBS pH 7,4) äquilibriert. 
Zur Proteinaufreinigung wurde dann das Eluat auf die Säule appliziert und die verschiedenen 
Fraktionen mit dem Fraktionskollektor aufgenommen. 
 
3.15. Proteinextraktion aus HEK-Zellen 
 
Nach Entfernung des HEK-Kulturmediums und einmaligem Waschen mit 1x PBS wurden die 
Zellkulturschalen auf Eis gestellt und die Zellen in 900 µl 1x RIPA-Puffer lysiert. Bei 
transfizierten HEK-Zellen wurde die Lyse 48 Std. nach der Transfektion durchgeführt. Das 
Lysat wurde in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und 30 Min. bei 4°C rotiert. 
Anschließend wurde das Lysat bei 4°C 10 Min. bei 15000 g abzentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und sofern keine Präzipitation folgte mit einem geeigneten Volumen 4x 
Laemmli-Puffer versetzt und bei 99°C für 5 Min. denaturiert.  
 
3.16. Proteinextraktion aus Neuronen 
 
Das Kulturmedium wurde entfernt und die Neuronen wurden direkt mit auf 99°C erhitztem 1x 
Laemmli-Puffer beschichtet und unter Zuhilfenahme eines Zellschabers in Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt.  
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3.17. Western Blot  
 
Proteine wurden vom SDS-Polyacrylamidgel (Kapitel 3.11) auf Nitrozellulosemembranen 
unter Verwendung eines „Mini-Transblot“-Apparates (BioRad) transferiert. Der Aufbau des 
„blotting sandwich“ entsprach den Empfehlungen des Herstellers. Der Transfer erfolgte in 
Transferpuffer durch Anlegen eines konstanten Stroms von 350 mA für 1,5 Std.. Nach dem 
Transfer wurden die Membranen in Ponceaus S gefärbt, um die Effizienz des Transfers zu 
überprüfen. Durch kurzes Waschen in 1x TBS wurde die Membran anschließend wieder 
entfärbt. Durch Inkubation der Membran in 5 % Magermilch (5% in 1x TBST, w/v) für 1 Std. 
bei RT wurden unspezifische Bindungsstellen abgesättigt. Danach wurde die Membran mit 
dem jeweiligen Primärantikörper in der entsprechenden Verdünnung (in 5% Magermilch in 
1x TBST) bei 4°C über Nacht inkubiert. Im Anschluss wurden die Membran 3x für 15 Min. in 
1x TBST gewaschen. Die Inkubation mit einem Spezies-spezifischen Sekundärantikörper 
(Anti-IgG gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase) in der geeigneten Verdünnung (in 5% 
Magermilch in 1x TBST) wurde bei RT für 2 Std. durchgeführt. Nach dreimaligem Waschen 
in 1x TBST für jeweils 15 Min. wurden die immunoreaktiven Banden durch 
Chemoluminiszenz unter Zuhilfenahme eines Kits (Immoblion Western, HRP-Substrate) und 
geeigneten Filmmaterials (Kodak X-Omat AR) visualisiert. 
 
3.18. Immunhistochemische Färbungen 
 
Es wurden Kryotomschnitte von Embryos mit einer Schnittdicke zwischen 20-25µm 
angefertigt und diese auf Poly-L-Lysin beschichtete Glassobjektträger aufgetragen. Die 
Schnitte wurden 30 Min. luftgetrocknet und in 4% Paraformaldehyd für 20 Min. fixiert. Nach 
Behandlung mit 1% H2O2 in 1x PBS/ Methanol (1:1) wurden die Schnitte 3x für je 10 Min. in 
1x PBS gewaschen und danach für 30 Min. in „normal goat serum“ (NGS, 5% in PBST) 
geblockt. Anschließend wurden die Schnitte über Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen 
Antikörper (in geeigneter Verdünnung in 5% NGS in 1x PBST) inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen in 1x PBS für je 10 Min. wurden die Schnitte bei RT mit dem entsprechenden 
biotinylierten Zweitantikörper (aus Vectastain ABC Elite Kit) in geeigneter Verdünnung für 
30 Min. inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS für je 10 Min. wurde die 
immunologische Detektion mittels Vectastain ABC Elite Kit und AEC-Substrat entsprechend 
den Empfehlungen des Herstellers durchgeführt. Die Färbungen wurden in Kooperation mit 
Suhua Deng, Universität Heidelberg, angefertigt. 
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3.19. Immunzytochemische Färbungen 
 
Die bereits auf „Coverslips“ fixierten Zellen wurden 2x 5 Min. mit 50 mM Glycin in PBS bei 
4°C behandelt. Es folgte ein Waschschritt von 5 Min. mit PBS und ein 10-minütige 
Behandlung mit 0,2% Triton-X in PBS bei 4°C.  Es wurde dann 30 Min. bei RT mit „normal 
goat serum“ (NGS, 4% in PBST) blockiert und im Anschluss über Nacht bei 4°C mit dem 
jeweiligen Antikörper (in geeigneter Verdünnung in 2% NGS in PBST) inkubiert. Nach 4-
maligem 10-minütigem Waschen mit einer Lösung aus PBS und 1%igem NGS erfolgte eine 
Inkubation mit dem entsprechenden Zweitantikörper in PBS mit 1,5% NGS von einer Std.. 
Danach wurden die Zellen für 10 Min. mit einer DAPI-Lösung inkubiert (Verdünnung 
1:20000, in PBS mit 1% NGS). Es folgten ein 10-minütiger Waschschritt mit PBS mit 1% 
NGS und zwei 10-minütige Waschschritte mit PBS. Nach eine 10-minütigen Behandlung mit 
Tris-HCl pH 8,0 wurden die Zellen mit Mowiol auf Objektträger eingebettet. 
 
Tabelle 6: Verdünnungen der für Immunhisto- und Immunzytochemie verwendeten Antikörper 
Antikörper Verdünnung Antikörper Verdünnung 
anti-Calbindin 1:2000 anti-NeuN 1:2000 






anti-GFP 1:1000 anti-c-Myc 1:1000 
anti-GSK-3beta 1:1000 anti-Synaptophysin 1:200 
anti-GSK-3beta [pS9] 1:1000 anti-Tau-1 1:500 
anti-His(6) 1:1000 anti-Tubulin 1:1000 
anti-MAP2 1:500 anti-VSV 1:200 
 
3.20. Bindungsstudie an hippocampalen Neuronen 
 
Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Neuronen wurden mit HBHA-Puffer 
gewaschen. Es folgte eine Inkubation von 2 Std. mit Sema4D-AP (aus Sema4D-Medium) bei 
4 °C. Im Anschluss wurden die Zellen 6x für 3 Min. mit HBHA gewaschen und dann für 15 
Min. mit PFA fixiert und erneut 2x mit HBHA-Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation 
von 30 Min. bei 65°C im Wasserbad, um endogene Phosphatasen zu inaktivieren. Über Nacht 
wurden die Neurone mit AP-Färbepuffer bei RT inkubiert. 
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3.21. DiI-Färbung hippocampaler Schnitte mit einer Genkanone 
 
Die Methode eignet sich für die Färbung von fixierten und unfixierten organotypischen 
hippocampalen Schnitten (Kapitel 3.2.4.). Sie basiert auf dem Transfer von möglichst kleinen 
DiI-Partikeln in einzelne Zellen, um diese selektiv in einem Verbund von Zellen anzufärben. 
Der Transfer erfolgt unter Zuhilfenahme einer Genkanone (PDS 1000, Biorad), die DiI 
überzogene Goldpartikel über eine Heliumdruckwelle beschleunigt und in das Gewebe 
befördert.  
Es wurden zunächst die Goldpartikel (Microcarrier) mit einer DiI-Lösung (1,5 mg DiI in 100 
µl Methylen-chlorid) überzogen. Hierzu wurden 15 mg Goldpartikel auf einem Objektträger 
verteilt und mit der DiI-Lösung bedeckt. Nachdem das Lösungsmittel verdampft ist, wurden 
die überzogenen Goldpartikel mit einem Skalpell von dem Objektträger entfernt, in 10 ml 
H2O aufgenommen und 2 Min. in ein Ultraschallbad gegeben. Im Anschluss wurden die 
Partikel weitere 2 Min. mit einem Vortexer separiert. Es wurden 200 µl der Suspension auf 
jeweils einen Macrocarrier gegeben und bei 60°C das Wasser verdampft. Der Transfer der mit 
DiI überzogenen Goldpartikel wurde mit einer Genkanone durchgeführt (PDS 1000, BioRad). 
Als Parameter wurden ein Druck von 1100 psi, ein Abstand zwischen Makrocarrier und 
Gewebe von 9 cm und ein Kammervakuum von 25 mmHg eingestellt. Die organotypischen 
Schnitte befanden sich auf Zellmembranen (Kapitel 3.2.4.) in 3 cm Zellkulturschalen, 
zwischen den Schnitten und dem Macrocarrier wurde zusätzlich ein Nylonnetz mit einer 
Maschenweite von 70 µm (Cell Strainer, BD Falcon) positioniert, um Schaden durch den 
Heliumeinstrom zu minimieren. Nach dem Transfer wurden die Schnitte für 2 Std. in einen 
Zellkulturinkubator (5% CO2, 37°C) gegeben und dann für 3 Std. in 4% PFA fixiert. Vor dem 
Einbetten mit Mowiol auf Objektträgern wurden die Schnitte für 1 Std. mit einer DAPI-
Lösung (1:20000 Verdünnung, in PBS) beschichtet und anschließen 2x mit PBS gewaschen. 




Es wurden 20 µm Schnitte gefrorener Embryos am Kryostat angefertigt, auf Poly-L-Lysin-
beschichtete Objektträger gegeben, 30 Min. getrocknet und in 4% PFA für 20 Min. fixiert. 
Nach dem Waschen mit 1x PBS wurden die Schnitte für 90 Sek. mit 0,2% Triton X-100 
permeabilisiert, erneut mit PBS gewaschen und für 10 Min. mit 4% PFA behandelt. 
Anschließend wurden die Schnitte nochmals gewaschen und für 5 Min. in TAE äquilibriert, 
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bevor sie mit 0,25% Essigsäureanhydrid in 1x TEA für 10 Min. inkubiert wurden. Nach 
Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit cRNS-Sonden versetzt (Verdünnungen je nach 
Konzentration in Hybridisierungspuffer) und über Nacht bei 65°C in einer feuchten Kammer 
mit 5x SCC/ 50% Formamid inkubiert. Nach dem Waschen mit 2x SSC wurden die Schnitte 
mit RNAseA behandelt (50µg/ ml für 30 Min. bei 37°C) und im Anschluss daran bei 50°C für 
7 Min. in 0,2x SCC und bei RT für 5 Min. in 0,2x SSC gewaschen. Nachdem die Schnitte in 
Maleinsäurepuffer äquilibriert und in Blockierungspuffer für 1 Std. geblockt worden waren, 
wurden sie für 1 Std. mit anti-DIG-AP-Fab-Fragmenten (1:1500 in Blockierungspuffer) 
behandelt. Nach Waschen mit Maleinsäurepuffer und Äquilibrieren in Detektionspuffer 
wurden die Schnitte für 36 Std. mit NBT/ BCIP in Detektionspuffer inkubiert. Die 
Farbreaktion wurde durch mehrmaliges Waschen mit TE gestoppt und die Schnitte in Mowiol 
eingebettet. Die Durchführung der in-situ-Hybridisierung erfolgte in Kooperation mit Thomas 
Worzfeld. 
 
3.23. Lac-Z Färbung 
 
Es wurden wie unter Kapitel 3.22 beschrieben Kryotomschnitte angefertigt und fixiert. Es 
folgte dreimaliges Waschen in ß-Galaktosidase-Waschlösung für 5 Min. bei 4°C. 
Anschließend wurde über Nacht bei 37°C in ß-Galaktisodose-Färbelösung inkubiert. Danach 
wurde mehrmals in  Basispuffer gewaschen, bis die gelbe Farbe der ß-Galaktisodose-





Für die Aufnahme von Neuronen in Zeitintervallen wurde ein „Live-cell imaging system“ 
(Leica Microsystems) verwendet. Die hippocampalen Neurone wurden wie in Kapitel 3.2.3 
beschrieben entnommen und Poly-L-Lysin-überzogene 4-Lochplatten (Nunclon Surface, 
Nunc) ausplattiert. Sie wurden dann 2 Tage bei 5% CO2 und 37°C kultiviert, mit Sema4D 
oder PBS als Kontrolle versetzt und in das „Live-cell imaging system“ überführt. Dort 
wurden über einen Zeitraum von 4 Std. bei 5% Carbogen und 37°C von ausgewählten 




3.25. Analyse und Quantifizierung der Morphologie von hippocampalen Neuronen 
 
3.25.1. Analyse von Axonen und Dendriten dissoziierter Neurone 
 
Die Färbung von Dendriten und Axonen erfolgte DIV 3 immunzytochemisch (Kapitel 3.18) 
gegen die Markerproteine MAP2 und Tau, die in Dendriten, bzw. Axonen spezifisch 
exprimiert werden. Die Neurone wurden mit einem Konfokalmikroskop (Leica TCS AOBS) 
gescannt. Die Verzweigungen und Längen der Fortsätze einzelner Neurone wurden dann 
unter Zuhilfenahme des NeuronJ Pulgins der NIH Software ImageJ 1.37v analysiert. Hierfür 
wurden die Maximalprojektionen der mit dem Konfokalmikroskop aufgenommenen 
Bilderreihen verwendet. 
 
3.25.2. Quantifizierung von Synapsen dissoziierter Neurone 
 
Die Untersuchung der Synapsendichte wurde DIV 21 an dissoziierten hippocampalen 
Neuronen von Wildtyp- und Plexin-B1-Knockout-Mäusen durchgeführt. Die Färbung der 
Dendriten und Synapsen erfolgte immunzytochemisch (Kapitel 3.18) gegen die 
Markerproteine MAP2 und Synaptophysin. Zur Analyse wurden pro Neuron 2 nahe am Soma 
gelegene Dendriten verwendet. Dies wurden mit einem Konfokalmikroskop (Leica TCS 
AOBS) gescannt und es wurden Bilderreihen erstellt. Alle Synaptophysin-posiven Synapsen 
innerhalb eines 30 µm Bereichs eines Dendriten wurden unter Zuhilfenahme der ImageJ 
Software 1.37v ausgezählt.  
 
3.25.3. Rekonstruktion und Analyse der Verzweigungen von Neuronen aus 
hippocampalen Schnitten 
 
Die Untersuchung der Morphologie komplexer Neuronen in organotypischen hippocampalen 
Schnitten (Kapitel 3.2.4) erfolgte nach einer Genkanonen-vermittelten DiI-Färbung einzelner 
Neurone. Zur Analyse wurden pyramidale hippocampale Neurone der CA1-Region 
ausgewählt und mit einem Konfokalmikroskop (Leica TCS AOBS) gescannt. Die 
Morphologie der Neurone wurde aus den entstandenen Bilderreihen mit dem Neuron 
Morphology Pulgin der NIH Software ImageJ 1.37v  und der CVAPP Software 
(http://www.compneuro.org) rekonstruiert. Die Struktur der Neurone wurde mit einer Sholl-
Analyse (164) unter Zuhilfenahme des Sholl Analysis Pulgins der NIH Software ImageJ 
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1.37v analysiert. Bei einer Sholl Analyse werden zellspezifische Verzweigungsmuster 
quantifiziert. Hierfür werden Kreise verschiedener Radien im Abstand von jeweils 15 µm um 




Abbildung 7: Rekonstruktion DiI-gefärbter hippocampaler Neurone. Die Neurone wurden mittels 
Genkanone (Kapitel 3.21) mit DiI gefärbt (A), unter Verwendung des Neuron Morphology Pulgins der NIH 
Software ImageJ 1.37v  und der CVAPP Software (http://www.compneuro.org) rekonstruiert (B) und unter 
Zuhilfenahme des Sholl Analysis Pulgins der NIH Software ImageJ 1.37v einer Sholl-Analyse unterzogen (C). 
 
3.25.4. Datenanalyse und Statistik 
 
Sämtliche Daten repräsentieren den mittleren Standardfehler S.E.M („standard error of the 
mean“). Die Daten wurden statistisch über eine Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem 






4.1. Expressionsanalyse von Sema4D und Plexin-B1 im Hippocampus 
 
Die mRNS von Plexin-B1 wurde im Folgenden mit plexin-B1, von Sema4D mit Sema4d 
bezeichnet. Über eine in-situ-Hybridisierung mit DIG-markierten Plexin-B1- und Sema4D-
Riboproben erfolgte die Expressionsanalyse von Sema4d und plexin-B1 mRNS im 
Hippocampus in einer C57BL/6 Mauslinie. 
Sema4d und Plexin-b1 mRNS werden zwischen E13.5 und P10 im sich entwickelnden 
Hippocampus exprimiert. Postnatal nimmt die Expression danach schrittweise bis zum 
postnatalen Tag 10 ab (94, Suppplement Tabelle). 
In dieser Studie wurde zwischen E17 und P0 eine starke Expression beider mRNS im 
Hippocampus detektiert (Abbildung 8). Im Stadium E17 konnte die Sem4d und plexin-B1 
mRNS bei pyramidalen Neuroblasten, die vom Kortex in die hippocampale Anlage migrieren, 
festgestellt werden (Abbildung 8A, Pfeilkopf). Plexin-B1 wurde am stärksten im Neuroepithel 
(Abbildung 8A, NE) des angrenzenden lateralen Ventrikels, Sem4d hingegen im Gyrus 
dentatus (Abbildung 8A, DG) exprimiert. Im Stadium P0 waren Sema4d und plexin-b1 in 
übereinstimmenden Mustern exprimiert, sowohl in den migrierenden pyramidalen 
Neuroblasten, als auch in den Zellen des Gyrus dentatus (Abbildung 8B, Pfeilkopf, bzw. DG). 
Im adulten Gehirn konnte keine Expression von Sema4d und plexin-B1 mittels in-situ-






Abbildung 8: Expression von plexin-B1 und Sema4d mRNS im sich entwickelnden Hippocampus. A und 
B, plexin-B1 wurde von neuronalen Vorläuferzellen exprimiert, die aus dem Kortex (Ktx) in den Hippocampus 
(H) migrieren, in der Pyramidenzellschicht des Hippocampus  (Pfeilköpfe), im Gyrus dentatus und im 
hippocampalen Neuroepithel. Sema4d konnte in hohem Maße im Gyrus dentatus und in der 
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Pyramidenzellenschicht (Pfeilkopf) des Hippocampus nachgewiesen werden. C, im adulten Hippocampus wurde 
keine Expression mittels in-situ-Hybridisierung festgestellt. LV = lateraler Ventrikel, Maßstabsbalken = 200 µm. 
 
 
4.2. Herstellung und Validierung von rekombinantem Sema4D 
 
Zur Untersuchung des Einflusses von Sema4D auf hippocampale Neurone wurden die 
Neurone mit Sema4D behandelt. Zur Anwendung kamen 2 verschiedene Präparationen von 
rekombinant hergestelltem Sema4D. Bei der einen Präparation handelte es sich um den 
aufkonzentrierten und standardisierten Überstand von mit einem Sema4D-Konstrukt 
transfizierten HEK-Zellen (Kapitel 3.13). Diese Präparation wurde im Folgenden mit 
Sema4D-Medium bezeichnet. Bei der zweiten Präparation handelte es sich um den mittels 
Gelfiltrationschromatographie (Kapitel 3.14) aufgereinigten Überstand einer stabilen, 
Sema4D-exprimierenden CHO-Zelllinie. Diese im hohen Maße purifizierte Präparation wies 
im Coomaasie-Gel keine weiteren Banden auf (Abbildung 10B). Sie wurde im Folgenden mit 
Sema4D-purifiziert bezeichnet. Als Kontrolle für Sema4D-Medium diente ein auf gleiche 
Weise aufkonzentrierter Überstand von HEK-Zellen, die mit einem Kontrollplasmid 
transfiziert waren (Mock-Medium). Die Kontrolle für Sema4D-purifiziert war PBS, das 
Solvens der aufgereinigten Sema4D-Präparation. 
Um die gleichbleibende Qualität der Präparationen zu gewährleisten, wurden die Stabilität, 
die Fähigkeit zur Dimerisation, die Aktivität, die Konzentration und die Funktionalität der 
jeweiligen Präparationen überprüft. 
 
4.2.1. Dimerisierung und Stabilität 
 
Bei Sema4D wird die Notwendigkeit einer Dimerisierung über die Sema-Domänen zur 
vollständigen Wirkentfaltung beschrieben (Kapitel 1.1). Eine Dimerisierung von Sema4D 
kann unter nicht-reduzierenden (n.r.) Bedingungen, ohne ß-Mercaptoethanol-Zugabe, im 
Western Blot nachgewiesen werden (89).  
Dieser Nachweis erfolgte in der vorliegenden Studie über den in beiden Sema4D-
Präparationen enthaltenen His-Tag. Sema4D-Medium zeigte unter nicht-reduzierenden 
Bedingungen eine deutliche Bande oberhalb 170 kDa und eine schwächere Bande um 130 
kDa (Abbildung 9A, SN, n.r.), die Banden des Dimers und des Monomers. Unter 
reduzierenden Bedingungen (r.) konnte nur noch die Bande des Monomers um 130 kDa 
detektiert werden (Abbildung 9A, SN, r.). Im Lysat wurde unter beiden Bedingungen nur das 
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Monomer, bzw. eine Bande bei ca. 130 kDa festgestellt. (Abbildung 9A, L, n.r. und L, r.). Das 
als Kontrolle verwendete Mock-Medium zeigte keinerlei Banden unter den jeweiligen 
Bedingungen. Folglich war das Sema4D der Sema4D-Medium Präparation in der Lage zu 
dimerisieren. 
Auch das Sema4D aus der Sema4D-purifiziert Präparation zeigte unter nicht-reduzierenden 
Bedingungen die 2 Banden des Dimers und des Monomers, eine oberhalb 170 kDa und eine 
um die 100 kDa (Abbildung 9C, n.r.). Unter reduzierenden Bedingungen erfolgte die Spaltung 
des Dimers und es konnte nur noch die entsprechende Bande um die 100 kDa (Abbildung 9C, 
r.) detektiert werden. Somit konnte auch das Sema4D der Sema4D-purifiziert Präparation 
dimerisieren. Das geringere Molekulargewicht dieser Sema4D-Präparation lag in dem Fehlen 
des AP-Tags begründet.  
Beide Sema4D-Prärarationen kamen über einen Zeitraum von 4 Stunden zur Anwendung. Für 
Sema4D-Medium wurde die Stabilität vor und nach den 4 Stunden eines Experiments anhand 
eines Western Blots überprüft (Abbildung 9B). Die totale Menge an Sema4D veränderte sich 
über diesen Zeitraum nicht, unter den reduzierenden Bedingungen waren die zwei starken 




Abbildung 9: Dimerisierung und Stabilitätstest der verwendeten Sema4D-Präparationen. A, in der 
Sema4D-Medium Präparation war unter nicht-reduzierenden Bedingungen die kräftige Bande des Dimers 
oberhalb von 170 kDa erkennbar, die unter den reduzierenden Bedingungen nicht mehr nachweisbar war. In dem 
Maße, wie die Dimerbande abnahm, nahm das Signal der Monomerbande, bei ca. 130 kDa zu. Unter beiden 
Bedingungen wurde im Lysat nur das Monomer detektiert. C, die Sema4D-purifiziert Präparation zeigte unter 
nicht-reduzierenden Bedingungen ebenfalls die Banden des Monomers und Dimers. Unter reduzierenden 
Bedingungen konnte nur noch die Bande des Monomers detektiert werden. B, innerhalb eines Zeitraumes von 4 
Std. wurde kein Abfall der Menge an detektierbarem Sema4D festgestellt. Verwendete Abkürzungen: SN, 




4.2.2. Konzentrations- und Aktivitätsbestimmungen 
 
Die Konzentrationsbestimmung der Sema4D-Medium Präparation erfolgte über eine Messung 
der spezifischen Aktivität der alkalinen Phosphatase „AP“, an welche das Semaphorin 
gebunden vorlag (Abbildung 10A, Kapitel 3.12.1). Die Präparation wurde auf eine Aktivität 
von 3000 mU/ml eingestellt. Für die Experimente wurden dann Verdünnungen dieser 
Stammlösung mit einer Aktivität von 150 mU/ml verwendet, die einer Sema4D-
Konzentration von ca. 1,5 nM entsprachen. Die Konzentrationsbestimmung der Sema4D-
purifiziert Präparation erfolgte nach der Bradford-Methode und mittels eines Coomassie-Gels 
(Abbildung 10B, Kapitel 3.12). Die Stammlösungen wurden auf eine Konzentration von 10 




Abbildung 10: Konzentrations- und Aktivitätsbestimmung der verwendeten Sema4D-Präparationen. A, 
die Sema4D-Konzentration der Sema4D-Medium Präparation wurde über den AP-Tag des Semaphorins durch 
eine Bestimmung der Aktivität der alkalinen Phosphatase bestimmt. Die Konzentration wurde auf 3000 mU/ ml 
eingestellt und dann für die Experimente auf 150 mU/ml verdünnt. Dies entspach einer Konzentration von 1,5 
nM. B, die Konzentrationsbestimmung von Sema4D der Sema4D-purifiziert Präparation erfolgte über die 
Methode nach Bradford und ein Coomassie-Gel. Die Stammlösung wurde auf 10 µM eingestellt und dann 
entsprechen der Experimente verdünnt. 
 
 
4.2.3. Bindung von rekombinantem Sema4D an hippocampale Neurone 
 
Mit diesem Experiment wurde geprüft, ob das rekombinant hergestellte Sema4D der 
Sema4D-Medium Präparation, dass mit einem AP-Tag versehen war, an hippocampale 
Neurone binden konnte. Außerdem sollte geklärt werden, wo der Sema4D-Rezeptor auf den 
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Neuronen exprimiert war. Als Kontrolle diente ein AP-Vektor, der nur alkaline Phosphatase 
exprimierte. 
Eine Bindung von Sema4D-Medium an primäre hippocampale Neurone konnte sowohl an 
Axonen, Dendriten, als auch dem Zellsoma festgestellt werden. Die Kontrolle, Alkaline 




Abbildung 11: Bindung von Sema4D-Medium an hippocampale Neurone. Sema4D-Medium konnte  primäre 





Die Experimente zur Funktionalität sollten anhand einer Aktivierung der GTPase RhoA 
nachweisen, dass die jeweiligen Sema4D-Präparationen in der Lage waren einen biologischen 
Effekt zu vermitteln. In einem Rhotekin-basierten „Pulldown“-Experiment in mit VSV-
Plexin-B1, FLAG-PDZ-RhoGEF und Myc-RhoA transfizierten HEK-Zellen führte die 
Inkubation mit der Sema4D-Medium und Sema4D-purifiziert Präparation zu einer erhöhten 
RhoA-Aktivierung (Abbildung 12). Somit waren beide Sema4D-Präparationen in der Lage in 




Abbildung 12: Funktionaliätsbestimmung der verwendeten Sema4D-Präparationen. Sowohl Sema4D-
Medium, als auch die Sema4D-purifiziert Präparation waren in der Lage in VSV-Plexin-B1, FLAG-PDZ-
RhoGEF und Myc-RhoA transfizierten HEK-Zellen RhoA zu aktivieren.  
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4.3. Sema4D-vermittelte Effekte auf die Morphologie sich entwickelnder dissoziierter 
hippocampaler Neurone 
 
Um einen Einfluss von Sema4D auf das Wachstum embryonaler hippocampaler Neurone zu 
untersuchen wurden Hippocampi von E17 Embryonen entfernt, dissoziiert und neuronale 
Kulturen angelegt, die am DIV 2 für eine Dauer von 4 Std. mit der jeweiligen Sema4D-
Präparation versetzt und anschließend immunzytochemisch gefärbt und analysiert wurden. 
 
4.3.1. Einfluss von Sema4D auf die Entwicklung von Axonen und Dendriten 
 
Zur Morphologieanalyse von Axonen und Dendriten erfolgte eine immunzytochemische 
Färbung der Markerproteine MAP2 und Tau. Bei Tau handelt es sich um ein neuronales 
Mikrotubuli-assoziiertes Protein, dass von Axonen exprimiert wird (165). MAP2, das 
Mikrotubuli-assoziierte Protein 2, wird hingegen selektiv in Dendriten exprimiert (166). Nach 
einer 4-stündigen Behandlung mit Sema4D-Medium zeigten die Neuronen einen, im 
Vergleich zu Mock-Medium behandelten Neuronen, offensichtlichen Anstieg der Komplexität 
ihrer Neuriten (Abbildung 13A). Anhand der Immunfärbung wurden Axone und Dendriten 
unterschieden und getrennt analysiert.  
Die Anzahl der primären Dendriten, deren Ursprung direkt am Zellsoma zu finden war, blieb 
unverändert (p = 0.037). Diese Beobachtung schloss eine Beeinflussung der Neuritogenese 
von Dendriten durch Sema4D aus. Der Effekt manifestierte sich vielmehr in einem Anstieg 
von sekundären Dendriten und Dendriten höherer Ordnung (Abbildung 13B, p = 0.009 im 
Vergleich zu Mock-Medium behandelten Neuronen). Weiterhin wurde festgestellt, dass die 
primären Dendriten Sema4D-behandelter Neurone eine kleine, aber unsignifikante Abnahme 
in ihrer durchschnittlichen Länge im Vergleich zu Mock-Medium behandelten Neuronen 
(Abbildung 13B) vorwiesen.  
Die Anzahl der axonalen Verzweigungen erschien bei Sema4D-Medium behandelten 
Neuronen im Vergleich zu Mock-Medium behandelten Neuronen ebenfalls erhöht, wobei die 
Differenz bei der verwendeten Sema4D-Konzentration von ca. 1 nM keine Signifikanz 
erreichte (Abbildung 13C, p = 0.09). Die axonale Länge zwischen Sema4D- und Mock-






Abbildung 13: Sema4D stimulierte die Verzweigung von Neuriten in primären hippocampalen Neuronen.  
A, typische Beispiele immunzytochemisch gefärbter und rekonstruierter Neurone nach der 4-stündigen 
Behandlung mit Sema4D-Medium oder Mock-Medium. Dendriten und Axon konnten durch die Immunfärbung 
gegen MAP2 und Tau, spezifische Markerproteine für Dendriten und Axone, unterschieden werden. B und C 
stellen die quantitative Auswertung der Sema4D-vermittelten Effekte auf Dendriten und Axone in 
hippocampalen Neuronen dar. Die Applikation von Sema4D führte zu einem Anstieg der höheren dendritischen 
Verzweigungen (p = 0.009, Student-t-Test), die als Dendriten zweiter und höherer Ordnung definiert wurden. 
Die Anzahl primärer Dendriten, bzw. Dendriten erster Ordnung wurde nicht beeinflusst, Sema4d hatte somit 
keinen Effekt auf die Neuritogenese. Maßstabsbalken = 40 µm. Je Gruppe n > 100, aus 3 Experimenten. 
 
 
4.3.2. Experimente zur Konzentrationsabhängigkeit des Sema4D-vermittelten Effekts 
 
Um einen möglichen Effekt von zusätzlichen, in der Sema4D-Medium Präparation 
enthaltenden, Substanzen auszuschließen wurden Experimente mit der aufgereinigten 
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Sema4D-purifiziert Präparation durchgeführt. Diese Sema4D-Präparation enthielt keine 
weiteren, auf einem Coomassie-Gel detektierbaren Verunreinigungen (Kapitel 4.2.2). 
In Übereinstimmung mit den unter Kapitel 3.3.1 beschriebenen Effekten führte auch die 4-
stündige Behandlung der Neurone mit der Sema4D-purifiziert Präparation in Konzentrationen 
von 1,8 nM, 18 nM und 180 nM, im Vergleich zu den mit der Kontrolle behandelten 
Neuronen, zu einem Anstieg der sekundären und höheren dendritischen Verzweigungen. 
Dieser Effekt war Dosis-abhängig und erreichte bereits bei einer Konzentration von 1,8 nM 
statistische Signifikanz (Abbildung 14, p < 0.001). In ähnlicher Weise zeigte die Behandlung 
mit dieser aufgereinigten Präparation einen Anstieg der axonalen Verzweigungen. Statistische 
Signifikanz wurde jedoch erst ab einer Konzentration von 180 nM erreicht (p = 0.008). Die 
Anzahl der primären Dendriten blieb auch bei der Applikation von Sema4D-purifiziert in 




Abbildung 14: Dosisabhängigkeit des Sema4D-vermittelten Effekts. Die Applikation von purifiziertem 
Sema4D führte zu einem Dosis-abhängigen Anstieg der axonalen und  höheren dendritischen Verzweigungen in 
sich entwickelnden hippocampalen Neuronen. Die Anzahl der primären Dendriten blieb unverändert. (alle * p < 
0.01, ANOVA gefolgt von einem post-hoc Fisher Test, je Gruppe n > 60, aus 3 Experimenten) 
 
 
4.3.3. Mechanismen der Sema4D-induzierten axonalen Verzweigung 
 
Axone können sich auf unterschiedliche Weise verzweigen. Bei der interstitiellen axonalen 
Verzweigung entspringen neue kollaterale Verzweigungen direkt am Schaft des primären 
Axons in einem 90° Winkel. Bei der axonalen Bifurikation teilt sich an der Spitze des Axons 
der Wachstumskegel und wächst in unterschiedliche Richtungen weiter. Als ein dritter 
Mechanismus wird die Verzweigung nach dem Auftreten von komplexen pausierenden 
Wachstumskegeln („LPGC, large paused growth cones“) beschrieben, die über einen längeren 
Zeitraum mit dem Längenwachstum aussetzen (167). Während dieser Zeit zeigen die 
Wachstumskegel ein spezielles Verhalten, das durch sich wiederholendes Kollabieren, 
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Retrahieren und Elongieren gekennzeichnet ist, das ohne axonales Längenwachstum 
einhergeht. Dieser Zustand kann zwischen 1 Std. und 30 Std. andauern. Der Wachstumskegel 
gewinnt in dieser Zeit an Komplexität, er vergrößert sich und bildet vermehrt Lamellopodia 
aus. Aus dem vergrößerten Lamellopodium geht dann am Ende des Pausierverhaltens ein 
neuer Wachstumskegel hervor und das Axon gewinnt an Länge. Der Rest des vergrößerten 
Wachstumskegels bleibt am Axonschaft zurück. Aus dieser Struktur entspringt mit einer 
Verzögerung von mehreren Std. bis Tagen eine neue axonale Verzweigung (167). 
Um Rückschlüsse über die Mechanismen der Sema4D-induzierten Verzweigungen zu ziehen, 
wurden Kulturen primärer hippocampaler Neurone mit Sema4D-purifiziert oder Kontrolle 
versetzt und über einen Zeitraum von 4 Std. unter Zuhilfenahme der Video-Mikroskopie 
(Kapitel 3.24) aufgenommen. Innerhalb dieses Zeitraumes elongierte das primäre Axon und 
entlang des Axonschafts entwuchsen neue axonale Verzweigungen (Abbildung 15A, 
Pfeilköpfe, Abbildung 15B). Das Axon und die neuen Verzweigungen unterliefen 
wiederholten Retrahierungen und Elongationen, insgesamt gewann das Axon an Länge. In 
dem Zeitraum von 4 Std. konnten keine komplexen vergrößerten Wachstumskegel festgestellt 
werden, ein Tatsache, die in der geringen Anzahl an Neuronen, die mit der Video-
Mikroskopie erfasst wurden, begründet sein könnte. Um eine größere Anzahl an Neuronen zu 
untersuchen wurden im folgenden Experiment die Neurone nach einer 4-stündigen 
Behandlung mit der Sema4D-Medium Präparation oder ihrer entsprechenden Kontrolle 
immunzytochemisch gegen tyrosiniertes Tubulin gefärbt. Die Behandlung mit der Sema4D-
Präparation führte zu einem Anstieg der Anzahl komplexer pausierender Wachstumskegel 
(Abbildung 15D, p < 0.05). In der Mehrheit der Fälle war bei den komplexen pausierenden 
Wachstumskegeln (Abbildung 15C, Pfeil) eine neue axonale Verzweigung erkennbar 
(Abbildung 15C, Pfeilkopf).  
In keinem der beiden Experimente konnte eine Beteiligung des dritten axonalen 





Abbildung 15: Mechanismen der Sema4D-induzierten axonalen Verzweigung: Sema4D steigerte die 
interstitielle axonale Verzweigung und führte zu einer erhöhten Anzahl komplexer pausierender 
Wachstumskegel („LPGC, large paused Growth cones“). A und B, Sema4D-purifiziert führte zu einem 
Anstieg axonaler Verzweigungen innerhalb von 4 Std.. Die Video-Mikroskopie Sema4D-behandelter 
hippocampaler Neurone zeigte das Wachstum neuer axonaler Verzweigungen direkt aus dem Axonschaft 
(Pfeilkopf, je Gruppen n = 15, aus 8 Experimenten). C und D, immunzytochemisch konnte auch eine Sema4D-
induzierte Zunahme komplexer pausierender Wachstumskegel festgestellt werden (Pfeil), die zumeist mit neuen 
axonalen Verzweigungen einhergingen (Pfeilkopf, * p < 0.05, Student-t-Test, n > 60, aus 3 Experimenten). 
Maßstabsbalken = 40 µm (A), bzw. 20 µm (C). 
 
 
4.3.4. Mechanismen der Sema4D-induzierten dendritischen Verzweigung 
 
Die Behandlung primärer hippocampaler Neurone mit der Sema4D-purifiziert Präparation 
führte zu einer erhöhten Anzahl neuer Dendriten höherer Ordnung im Vergleich zu Neuronen, 
die mit der Kontrolle behandelt wurden (Abbildung 16B, p < 0.01). Mittels Video-
Mikroskopie wurde beobachtet, dass die Applikation von Sema4D die Frequenz an 
Retraktionen und Elongationen der Dendriten steigerte. Unter diesen Bedingungen wuchsen 






Abbildung 16: Mechanismen Sema4D-induzierter dendritischer Verzweigung. A, die Applikation von 
Sema4D führte zu einer erhöhten Frequenz an Retraktionen und Elongationen von Dendriten. In der Folge kam 
es zu einer erhöhten Ausbildung von  sekundären und höheren dendritischen Verzweigungen. B, die Anzahl der 
neuen Dendriten zeigte sich in Sema4D-behandelten Kulturen im Vergleich zu Kontrolle-behandelten Kulturen 
signifikant erhöht (* p < 0.01, Student-t-Test, je Gruppe n = 15, aus 8 Experimenten). Maßstabsbalken = 40 µm. 
 
 
4.4. Untersuchung der Signalwege der Sema4D-vermittelten Effekte  
 
4.4.1. Plexin-B1 und Sema4D-induzierte Effekte in hippocampalen Neuronen 
 
Sema4D kann neben Plexin-B1 auch CD72, den Sema4D-Rezeptor im Immunsystem, binden 
(Kapitel 1.2.3). Für CD72 wird aufgezeigt, dass der Rezeptor auch von neuronalen Zellen des 
zentralen Nervensystems exprimiert wird (52). Zum Nachweis, dass bei den Sema4D-
vermittelten Effekten tatsächlich Plexin-B1 als Rezeptor fungierte wurden Experimente mit 
Plexin-B1 Knockout-Mäusen durchgeführt. Dazu wurden Kulturen von primären 
hippocampalen Neuronen von Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-) und Wildtyp- Mäusen 
(plxnb1+/+) angelegt und diese für 4 Std. mit Sema4D-purifiziert oder Kontrolle behandelt.  
Die primären hippocampalen Neurone aus plxnb1-/- Embryonen zeigten unter den Standard- 
Zellkulturbedingungen im Bezug auf die Anzahl und Morphologie ihrer Dendriten im 
Vergleich zu plxnb1+/+ Neuronen keine Unterschiede. Die Applikation von Sema4D führte 
bei den plxnb1+/+ Neuronen zu einer signifikanten Zunahme der dendritischen und axonalen 
Verzweigungen (Abbildung 17A und -B). Im Gegensatz dazu wurde bei den plxnb1-/- 
Neuronen keine Reaktion auf einen Sema4D-Stimulus festgestellt. Die Anzahl der axonalen 
und dendritischen Verzweigungen entsprach der Anzahl der Verzweigungen der 
Kontrollneuronen (Abbildung 17A und –B, p = 0.773 und p = 0.153). Dieses Resultat 
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verdeutlicht, dass der Sema4D-induzierte Effekt auf primäre hippocampale Neurone über die 




Abbildung 17: Plexin-B1 vermittelte Sema4D-induzierte Verzweigungseffekte in sich entwickelnden 
hippocampalen Neuronen. A und B, die Applikation von Sema4D führte im Gegensatz zu Neuronen von 
Wildtyp-Mäusen (plxnb1+/+) zu keinem Effekt auf die Verzweigung von Dendriten und Axonen von 
hippocampalen Neuronen von Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-). Typische Beispiele der neuronalen 
Morphologie werden unter A und die quantitiative Auswertung unter B dargestellt (beide* p < 0.01, ANOVA 
gefolgt von einem post-hoc Fisher Test, je Gruppe n > 60, aus 3 Experimenten). Maßstabsbalken = 40 µm. 
 
 
4.4.2. Interaktionspartner der Sema4D-Plexin-B1-vermittelten Effekte 
 
Plexin-B1 kann, wie unter Kapitel 1.5 beschrieben, mit den Rezeptortyrosinkinasen Met und 
ErbB-2 Rezeptorkomplexe eingehen und Rho-Mediatoren binden. Die Beteiligung der beiden 
Rezeptortyrosinkinasen und RhoA an der Transduktion der Sema4D-vermittelten Effekt auf 
Dendriten und Axone wurde mit spezifischen Inhibitoren und der Applikation von Sema4D-
Medium überprüft. 
K-252a wird in etlichen Studien als ein Inhibitor der Rezeptortyrosinkinase Met in Dosen 
zwischen 30 und 300 nM angewendet (168), obgleich es in dieser Dosierung auch zu einer 
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Hemmung von Rezeptortyrosinkinasen der Trk-Familie kommen kann (169). Die Inkubation 
von primären hippocampalen Neuronen mit 200 nM K252a führte zu einer Blockade der 
Sema4D-vermittelten Effekte. Die Anzahl an dendritischen und axonalen Verzweigungen 
wurde im Vergleich zu den unbehandelten Neuronen vermindert. (Abbildung 18A und -B für 
typische Beispielneurone, Abbildung 18D für die quantitative Auswertung; * p = 0.001 im 
Bezug auf axonale und dendritische Verzweigungen). Die gleiche Konzentration an K-252a 
führte auch an Mock-Medium behandelten Neuronen zu einer Abnahme der axonalen und 
dendritischen Verzweigungen (Abbildung 18D, * p = 0.01 für Axone und * p = 0.05 für 
Dendriten). 
AG825, ein spezifischer Inhibitor der Rezeptortyrosinkinase ErbB-2, wurde in einer 
Konzentration von 1 µM zusammen mit Sema4D-Medium oder Mock-Medium eingesetzt. 
Die Gabe von AG825 zusammen mit Sema4D führte einzig zu einer Blockade der axonalen 
Verzweigungseffekte, nicht aber zu einer Blockade der dendritische Verzweigungen   
(Abbildung 18D, * p = 0.004 für Axone und * p = 0.80 für Dendriten). Die Länge von 
Axonen und Dendriten wurde weder durch K-252a noch AG825 signifikant beeinflusst 
(Abbildung 18D, in allen Fällen * p > 0.05). 
Y-27632 inhibiert spezifisch die RhoA-abhängige Kinase (ROCK) in Konzentrationen bis 3 
µM (170). Nach der Behandlung hippocampaler Neurone mit Y-27632 in einer Konzentration 
von bereits 1 µM wurde eine Blockade der Sema4D-vermittelten axonalen Verzweigungen 
beobachtet (Abbildung 18C für typische Beispielneurone und 18D für die quantitative 
Auswertung). Die Inhibition von ROCK resultierte in einem signifikanten Anstieg der 
axonalen Länge Sema4D-behandelter Neurone (* p < 0.001), während die Axonlänge in 
Kontrollkulturen unverändert blieb. Dies bedeutet, dass in dem verwendeten System nach 
einer Sema4D-vermittelten ROCK-Inhibition die axonale Länge zu Kosten der axonalen 
Verzweigung zunahm. Bei den in dieser Studie verwendeten Konzentrationen an Y-27632 
konnten keine signifikanten Effekte auf die dendritischen Verzweigungen in Sema4D- oder 
Mock-Medium behandelten Neurone festgestellt werden (Abbildung 18D). Die Länge der 
Dendriten in den Kontrollkulturen nahm nach der Behandlung mit Y-27632 im geringen, aber 
signifikanten Maße ab, wohingegen in Kulturen, die mit Sema4D-Medium und Y-27632 
behandelt wurden die durchschnittliche Länge der Dendriten zunahm (Abbildung 18D, * p = 
0.001). Dies verdeutlicht, dass in diesen Experimenten die Sema4D-vermittelte RhoA-





Abbildung 18: Effekte einer Inhibition der RhoA-abhängigen Kinase ROCK (via Y-27632) und der 
Rezeptortyrosinkinasen ErbB-2 (via AG825) und Met (via K-252a) auf die Sema4D-vermittelte 
Verzweigung in primären hippocampalen Neuronen. A-C, Floureszensaufnahmen und Rekonstruktionen 
typischer Bespielneurone nach einer 4-stündigen Behandlung mit Sema4D-Medium in Gegenwart oder 
Abwesenheit der spezifischen Inhibitoren. Dendriten und Axone wurden durch eine immunzytochemische 
Färbung spezieller dendritischer und axonaler Markerproteine, MAP2 und Tau, unterschieden. D, quantitative 
Auswertung der Inhibitoreffekte auf axonale und dendritische Parameter von Sema4D-Medium oder Mock-
Medium behandelten hippocampalen Neuronen. Eine Inhibition von ROCK blockierte die Ausbildung axonaler 
Verzweigungen, führte jedoch zu einem gesteigertem Längenwachstum von Neuriten bei Sema4D-behandelten 
Neuronen. Die Inhibition von Met blockierte die Verzweigung von Axonen Mock-Medium behandelter Neurone 
und von Axonen und Dendriten Sema4D-Medium-behandelter Neurone. Eine Inhibition von ErbB-2 blockierte 
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Sema4D-vermittelte Verzweigungen in Axonen, nicht aber in Dendriten (* p < 0.05 in allen Fällen, ANOVA 
gefolgt von einem post-hoc Fisher Test, je Gruppe n > 60, aus 3 Experimenten). Maßstabsbalken = 40 µm. 
 
 
4.4.3. Die Rolle von Rezeptortyrosinkinasen-Effektoren 
 
Aufgrund der Tatsache, dass Rezeptortyrosinkinasen bei den Sema4D-vermittelten Effekten 
auf hippocampale Neurone eine Rolle spielen (Kapitel 1.5.1), wurde bei den folgenden 
Experimenten die Beteiligung der den Rezeptortyrosinkinasen nachgeschalteten Signal-
kaskaden überprüft. Zu den Hauptsignalkaskaden zählen die PI3K-Akt-GSK3-beta und Grb2-
Ras-MAPK Signalwege (171).  
Die Applikation von PD98059, einem Inihibitor der MAP-Kinasen Erk1/2 („extracellular-
signal regulated kinase“), in einer Konzentration von 50 µM hatte keinen inhibitorischen 
Effekt auf die Sema4D-induzierte Verzweigung der Dendriten. Im Gegensatz dazu führte die 
Behandlung der Neurone mit LY294002, einem Inhibitor der PI3K, in einer Konzentration 
von 10 µM zu einer starken Inhibition der Sema4D-vermittelten dendritischen Verzweigung 
der hippocampalen Neurone (Abbildung 18A, C und D, * p = 0.002). Kontrollkulturen 
wurden durch die Behandlung mit dem Inhibitor nicht in ihrem Wachstum beeinflusst. 
Sowohl PD98059 als auch LY294002 inhibierten die axonalen Verzweigungen in Sema4D-
Medium und Mock-Medium behandelten Neuronen (Abbildung 18D, * p = 0.001). Folglich 
wurden Sema4D-induzierte Effekte auf die Verzweigung hippocampaler Neurone nur über 






Abbildung 18: Effekte einer Inhibition von ERK1/2 MAPK (via PD98095) oder PI3K (via LY294002) auf 
Sema4D-vermittelte Verzweigungen in primären hippocampalen Neuronen. A-C, Floureszensaufnahmen 
und Rekonstruktionen typischer Beispielneurone nach der 4-stündigen Behandlung mit Sema4D-Medium in 
Gegenwart oder Abwesenheit der spezifischen Inhibitoren. Dendriten und Axone wurden durch eine 
immunzytochemische Färbung spezieller dendritischer und axonaler Markerproteine, MAP2 und Tau, 
unterschieden. D, quantitative Auswertung der Inhibitoreffekte auf axonale und dendritische Parameter von 
Sema4D-Medium oder Mock-Medium behandelten hippocampalen Neuronen. Eine Inhibition von ERK1/2 
blockierte die axonalen Verzweigungen in Sema4D-Medium und Mock-Medium behandelten Kulturen, hatte 
aber keinen Effekt auf dendritische Verzweigungen. Eine Inhibition von PI3K führte zu einer Blockade der 
axonalen Verzweigungen in Kontroll-Kulturen und zu einer Blockade der axonalen und dendritischen 
Verzweigungen in Sema4D-behandelten Kulturen. (* p < 0.05 in allen Fällen, ANOVA gefolgt von einem post-
hoc Fisher Test, je Gruppe n > 60, aus 3 Experimenten). Maßstabsbalken = 40 µm. 
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4.4.4. Der Einfluss von PI3K-Effektoren 
 
4.4.4.1. GSK3-beta  
 
GSK-3beta ist ein Substrat von Akt, einem der Haupteffektoren der PI3K. Bei einigen Studien 
wird für GSK-3beta eine Rolle bei der Entwicklung von Dendriten zugesprochen (z.B. 172). 
Ferner wird für GSK-3beta eine Rolle bei der axonalen Spezifizierung und Elongation 
beschrieben (173, 174) und erst kürzlich ist berichtet worden, dass Sema4D GSK-3beta über 
eine Dephosphorylierung von Serin-9 aktiviert und dass für diesen Effekt die RasGAP-
Aktivität von Plexin-B1 benötigt wird (175). Aufgrund dieser Studien wurde überprüft, ob die 
Sema4D-induzierten axonalen und dendritischen Verzweigungen hippocampaler Neurone mit 
einer modulierten GSK-3beta-Aktivität in Verbindung gebracht werden konnten. Hierfür 
wurde zunächst ermittelt, ob eine Blockade von GSK3-beta zu einer Modifikation der 
Sema4D-induzierten Effekte in hippocampalen Neuronen führt. Lithiumionen blockieren in 
mikromolaren Konzentrationen GSK-3beta (176), erst in millimolarer Konzentration erfolgt 
eine Beeinflussung des Inositol Stoffwechsels (177). 
LiCl in einer Konzentration von 20 µM führte zu keiner signifikanten Veränderung der 
Sema4D-vermittelten Effekte auf axonale und dendritische Verzweigungen in primären 
hippocampalen Neuronen (Abbildung 19A). Um eine Beeinflussung von GSK-3beta durch 
Sema4D unter den gegebenen experimentellen Bedingungen zu überprüfen wurde mittels 
Western Blot der Phosphorylierungsstatus von GSK-3beta überprüft. In hippocampalen 
Neuronen konnte auch nach der Behandlung mit Sema4D-purifiziert oder der Kontrolle keine 
signifikante Änderung der Phosphorylierung von GSK-3beta an Serin-9 nach 15, 90 oder 180 
Min. festgestellt werden (Abbildung 19B, ein Beispielblot und die quantitative Auswertung 
von 3 unabhängigen Experimenten). Außerdem führte die Behandlung von Plexin-B1-
exprimierenden HEK-Zellen mit Sema4D-purifiziert oder Kontrolle ebenfalls zu keiner 
signifikanten Änderung der GSK-3beta-Phosphorylierung an Serin-9. 
Folglich konnte in dieser Studie weder eine Sema4D-induzierte Aktivierung von GSK-3beta 
über die Serin-9 Dephosphorylierung, noch eine funktionelle Beteiligung von GSK-3beta an 






Abbildung 19: Die Rolle von GSK-3beta bei der Signaltransduktion von Sema4D-vermittelten Effekten in 
hippocampalen Neuronen und Plexin-B1-exprimierenden HEK-Zellen. A, die Inhibition von GSK-3beta 
durch LiCl führte zu keiner Beeinflussung der Sema4D-induzierten Effekte auf die Verzweigung von Dendriten 
hippocampaler Kulturen (beide * p < 0.01, ANOVA gefolgt von einem post-hoc Fisher Test, je Gruppe n > 50, 
aus 3 Experimenten). B und C, weder in hippocampalen Neuronen (B) noch in Plexin-B1- und PDZ-RhoGEF-
überexprimierenden HEK-Zellen (C) führte die Behandlung mit Sema4D zu einer Beeinflussung der 
Phosphorylierung von GSK-3beta. Auf der linken Seite befinden sich typische Western Blots, rechts davon die 






Bei mTOR, dem „mammalian target of rapamycin“, handelt es sich um einen weiteren 
Effektor des PI3K-Akt Signalwegs. Kürzlich ist gezeigt worden, dass mTor die 
Morphogenese von Dendriten über die Beeinflussung der lokalen Translation in 
hippocampalen Neuronen reguliert (146, 147). Bisher sind Plexine jedoch noch nicht mit 
mTOR in Verbindung gebracht worden. Aufgrund der Tatsache, dass mTOR dendritisches 
Wachstum beeinflussen kann, ein Effektor der PI3K ist und dass Plexin-B1 in der Lage ist die 
PI3K zu modulieren (Kapitel 17), wurde eine mögliche Beteiligung von mTOR bei der 
Plexin-B1 Signaltransduktion überprüft. Hierfür wurde zunächst ein Augenmerk auf den 
Phosphorylierungsstatus von mTOR gelegt. In Plexin-B1 und PDZ-RhoGEF exprimierenden 
HEK-Zellen führte die Behandlung mit Sema4D zu einer Phosphorylierung von mTOR an 
Serin-2448 (Abbildung 20A, typischer Beispielblot; Abbildung 20B, Quantifizierung von 
phosphoryliertem mTOR gegen gesamt-mTOR aus 3 unabhängigen Zellkulturexperimenten). 
Die Sema4D-vermittelte mTOR-Phosphorylierung war bereits nach 15 Min. nachweisbar und 
erhöhte sich auf das 5-fache innerhalb von 90 Min. (p = 0.003, aus 3 unabhängigen 
Experimenten). An Serin-2448 phosphoryliertes mTOR ist aktiv und in der Lage das 
Wachstum von Dendriten zu beeinflussen (147). Diese Funktionalität wurde über die 
Inhibition von mTOR mit Rapamycin getestet. 
Die Behandlung sich entwickelnder hippocampaler Neurone mit Rapamycin, einem 
spezifischen mTOR-Inhibitor, führte in einer Konzentration von 10 nM zu einer Blockade der 
Sema4D-induzierten Effekte auf axonale und dendritische Verzweigungen, das 
Längenwachstum der Neuriten wurde nicht beeinflusst (Abbildung 20C, Floureszensbilder 
und Rekonstruktionen typischer Beispielneurone; Abbildung 20D, quantitative Auswertung). 
Aus diesen Beobachtungen folgte, dass mTOR mit den Sema4D-induzierten Verzweigungen 





Abbildung 20: Die Rolle von mTOR bei den Sema4D-vermittelten axonalen und dendritischen 
Verzweigungen in primären hippocampalen Neuronen. A und B, die Behandlung von Plexin-B1- und PDZ-
RhoGEF-überexprimierenden HEK-Zellen mit Sema4D resultierte in der Phosphorylierung von mTOR. 
Abbildung A zeigt ein typisches Beispiel eines Western Blots, Abbildung B zeigt die quantitative Auswertung 
von phosphoryliertem mTOR gegen gesamt-mTOR aus 3 unabhängigen Zellkulturexperimenten. Die Sema4D-
induzierte Phosphorylierung begann bereits nach 15 Min. und erreichte nach 90 Min. ein signifikantes Maximum 
(* p < 0.01). C und D, typische Beispiele (C) und Quantifizierung (D) der inhibitorischen Wirkung von 
Rapamycin, einem spezifischen mTOR-Inhibitor, auf die Sema4D-vermittelten Verzweigungseffekte in 
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4.5.1. Untersuchung der Mock-Medium Präparation  
 
Bei den mit der Sema4D-Medium Präparation durchgeführten Experimenten handelte es sich 
bei der Kontrolle um eine Mock-Medium Präparation. Beide Präparationen wurden aus dem 
Zellüberstand transfizierter HEK-Zellen gewonnen (Kapitel 3.13). Um den Einfluss 
möglicherweise endogen exprimierten Sema4Ds und weiterer, in der Mock-Medium 
Präparation aufkonzentrierter Substanzen zu testen, wurden hippocampale Neurone mit 
reinem Neurobasal-Medium (NB-Medium), Mock-Medium und Mock-Medium zusammen 
mit einem funktionsblockierenden Sema4D-Antikörper (Kapitel 2.2; 178) behandelt. Es 
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen mit NB-Medium und mit Mock-Medium 
behandelten Neuronen festgestellt werden. Der Einfluss zusätzlich aufkonzentrierter im 
Mock-Medium enthaltener Substanzen konnte somit ausgeschlossen werden. Außerdem 
wurden auch keine signifikanten Unterschiede zwischen Mock-Medium und Mock-Medium 
mit Sema4D-Antikörper behandelter Neurone festgestellt, was einen möglichen Einfluss von 






Abbildung 21: Die in der Mock-Medium Präparation aufkonzentrierten Substanzen zeigten keinen 
signifikanten  Einfluss auf die axonalen und dendritischen Verzweigungen hippocampaler Neurone. 
Weder reines Neurobasal-Medium noch Mock-Medium, dass mit einem Sema4D-Antikörper versetzt wurde, 
führte zu einer, im Vergleich zu Mock-Medium, reduzierten Anzahl dendritischer oder axonaler Verzweigungen 
in sich entwickelnden hippocampalen Neuronen (je Gruppe n > 40, aus 3 Experimenten). 
 
 
4.5.2. Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die Verzweigung hippocampaler 
Neurone 
 
Bei dem unter Kapitel 4.5 beschriebenen Experimenten wurden die jeweiligen Inhibitoren in 
dem Lösungsmittel DMSO verdünnt. In etlichen Studien wird darauf hingewiesen, das DMSO 
bereits in geringer Konzentration das Wachstum von Neuronen beinträchtigen kann. Um 
diesen Effekt bei den Inhibitor-Experimenten auszuschließen, wurden die Neurone zur 
Kontrolle mit den zur Lösung der jeweiligen Inhibitoren verwendeten Volumina an reinem 
DMSO versetzt und anschließend hinsichtlich ihrer Morphologie analysiert. 
Bei sämtlichen verwendeten Volumina konnten keine signifikanten Unterschiede bei Axonen 
und Dendriten bezüglich der Länge oder Anzahl ihrer Verzweigungen festgestellt werden. 
Eine Beeinflussung der Morphologie durch das Lösungsmittel DMSO konnte bei den 






Abbildung 22: DMSO hat bei den verwendeten Volumina keinen signifikanten Einfluss auf die 
Morphologie sich entwickelnder hippocampaler Neurone. Zur Überprüfung eines möglichen Einflusses des 
Lösungsmittels DMSO, in dem bei den Experimenten unter Kapitel 4.5 die Inhibitoren gelöst vorlagen, wurden 
die Neurone mit den jeweiligen Volumina DMSO ohne Inhibitor versetzt. Es konnten keine signifikante 
Beeinflussung auf das Längenwachstum oder die Verzweigungen von Axonen und Dendriten festgestellt werden 
(je Gruppe n > 40, aus 3 Experimenten). 
 
 
4.6. Analyse organotypischer hippocampaler Kulturen von Plexin-B1 Knockout-
Mäusen 
 
Die Analyse und der Nachweis der Sema4D-vermittelten Verzweigungseffekte erfolgte in 
dissoziierten embryonalen hippocampalen Neuronen. Dabei wurden die Zellen in einer 
Konzentration ausplattiert, dass sie keine gegenseitigen Kontakte ausbildeten, damit die 
Morphologie der einzelnen Neuriten bestimmt werden konnte und eine Zuordnung der 
analysierten Neuriten zu den jeweiligen Nervenzellen möglich war. Um einen Einfluss der 
Sema4D-Plexin-B1 Interaktion in einem physiologischeren System zu überprüfen, wurde 
zusätzlich die Morphologie von Neuronen in organotypischen hippocampalen Kulturen am 
postnatalen Tag 5 von Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-) und Wildtyp-Mäusen 
(plxnb1+/+) analysiert. Die Mäuse stammten jeweils aus dem selben Wurf, der aus der 
Verpaarung von Plexin-B1 heterozygoten Mäusen hervorging. Die Darstellung der Neurone 
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erfolgte, wie unter Kapitel 3.21 beschrieben, über die DiI-Färbung durch eine Genkanone. An 
die Färbung schloss sich die Rekonstruktion und Analyse nach der Sholl-Methode an (Kapitel 
3.25.3). Ferner wurde darauf geachtet, dass zur Analyse nur Pyramidalneurone der CA1-
Region des Hippocampus herangezogen wurden.  
Die Analyse der rekonstruierten hippocampalen Pyramidalneurone der CA-1-Region  ergab 
keine offensichtlichen Unterschiede in der Verästelung der Neuriten zwischen plxnb1-/- 
Mäusen und plxnb1+/+ Mäusen (Abbildung 23A). Die Quantifizierung der Verzweigungen 
nach Sholl brachte keinen signifikanten Unterschied zum Vorschein (Abbildung 23B). Bei 
dem initialen Anstieg der Verzweigungen handelte es sich um die basalen, am Soma 
gelegenen Dendriten und den längeren apikalen Dendriten. Die Verzweigungen der basalen 
Dendriten nahmen mit zunehmender Distanz zum Soma wieder ab. Die Messung der 





Abbildung 23: Analyse der Verzweigungen von Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-) und Wildtyp-
Mäusen (plxnb1+/+) in organotypischen hippocampalen Kulturen. A, Rekonstruktion hippocampaler 
Pyramidalneurone der CA1-Region des Hippocampus. B, die quantitative Analyse der Verzweigungen nach 
Sholl erbrachte keine signifikanten Ergebnisse (je Gruppe n > 16, aus mindestens 5 Tieren). 
 
 
4.7. Struktur des adulten Hippocampus in Plexin-B1 Knockout-Mäusen 
 
Anhand spezifischer Markerproteine wurde überprüft, ob sich ein Fehlen des Sema4D-
Rezeptors Plexin-B1 auf die Entwicklung des Hippocampus auswirkte. Hierfür wurden die 
Hippocampi von adulten Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-) und Wildtyp-Mäusen 
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(plxnb1+/+) miteinander verglichen. Das Markerprotein NeuN („Neuronal Nuclei“), färbt 
spezifisch die Nuclei von Neuronen (179). In der Färbung sind die Zellkerne der Körnerzellen 
des Hippocampus, der Pyramidenzellen des Subikulums und der CA-Regionen deutlich zu 
erkennen (Abbildung 24, anti-NeuN, Pfeilkopf und Pfeil). Sowohl bei den Körnerzellen des 
Gyrus dentatus, als auch den Pyramidenzellen der CA-Regionen wurden keine Unterschiede 
zwischen plxnb1-/- und plxnb1+/+ Mäusen festgestellt. Ein weiters Markerprotein ist GFAP 
(„Glial fibrillary acidic protein“), das saure Gliafaserprotein. Dieses Markerprotein färbt 
spezifisch Intermediärfilamente im Zytoplasma von Gliazellen, vor allem Astrozyten (180). 
Nach unseren Beobachtungen scheint die Verteilung von Gliazellen im adulten Hippocampus 
unabhängig von Sema4D, bzw. dem Plexin-B1-Rezeptor zu sein, da keine Unterschiede 
zwischen den Knockout- und Wildtyp-Mäusen erkennbar waren (Abbildung 24, anti-GFAP). 
Mit der Färbung des Markerproteins Calretinen erfolgte die Identifikation der Mooszellen in 
der Hilus-Region (Kapitel 1.6) des Gyrus dentatus (Abbildung 24, anti-Calretinin). Calretinin 
ist ein Calcium-bindendes Protein, das mit Calmodulin und Calbindin verwandt ist. Es wird 
neben den Mooszellen des Gyrus dentatus auch in Neuronengruppen der Hirnrinde, der Retina 
und im Rückenmark exprimiert (181). In der CA-Region wurden vereinzelt Calretinin-
positive Zellen nachgewiesen (Abbildung 24, anti-Calretinin). Im Gyrus dentatus zeigte auch 
die innere molekulare Schicht eine ausgeprägte Färbung (Abbildung 24, anti-Calretinin, IMS). 
Diese Schicht besteht aus den Axonen der Mooszellen der Hilus-Region. Zwischen plxnb1-/- 
und plxnb1+/+ Mäusen konnten keine Unterschiede innerhalb der Hilusregion und der inneren 
molekularen Schicht ermittelt werden. Auch die Verteilung der Calretinin-positiven Zellen in 
der CA-Region erschien ohne Unterschied. Mit dem Markerprotein Calbindin, einem weiteren 
Calcium-bindendenden Protein (182), wurden die Körnerzellen des Gyrus dentatus genauer 
untersucht. Die ausgeprägte Färbung im Gyrus dentatus resultierte aus der Expression von 
Calbindin in den Dendriten der Körnerzellen. Diese Dendriten sind Bestandteil der äußeren 
molekularen Schicht (Kapitel 1.6, Abbildung 24, anti-Calbindin ÄMS). Die Axone der 
Körnerzellen, die Moosfasern, zeigten sich ebenfalls Calbindin-positiv. Dies war an der 
Färbung der Stratum lucidum, die unter der Pyramidenzellschicht der CA3-Region liegt, 
erkennbar (Kapitel 1.6, Abbildung 24, anti-Calbindin; Pfeil). Hier projizieren die Moosfasern 
auf die CA3-Pyramidalneurone. Neben den Körnerzellen waren auch einige Zellen in CA-
Region Calbindin-positiv. Auch im Bezug auf die Projektionen der Körnerzellen und die 







Abbildung 24: Untersuchung des adulten Hippocampus in plxnb1-/- Mäusen. Es konnten keine Unterschiede 
in der Verteilung der NeuN positiven neuronalen Zellkerne (anti-NeuN, Pfeilkopf = Körnerzellen des Gyrus 
dentatus, Pfeil = Pyramidenzellen der CA1-Region)ä, der GFAP-positiven Gliazellen, der Calretinin-positiven 
Mooszellen (anti-Calretinin, Pfeilkopf = ungefärbte Körnerzellen) oder der Calbindin-positiven Körnerzellen 
(anti-Calbindin, Pfeilkopf) zwischen plxnb1-/- und plxnb1+/+ Mäusen festgestellt werden. Auch die aus Axonen 
der Mooszellen bestehende innere molekulare Schicht (IMS), die aus Dendriten der Körnerzellen bestehende 
äußere molekulare Schicht (ÄMS) und das aus den Axonen der Körnerzellen bestehende Stratum lucidum (anti-




4.8. Die Rolle von Plexin-B2 im Hippocampus 
 
Aufgrund des mangelnden Phänotyps der plxnb1-/- Mäuse stellt sich die Frage, ob andere B-
Plexine das Fehlen von Plexin-B1 kompensieren können. Aus der Familie der B-Plexine 
handelt es sich bei Plexin-B1 um den klassischen Sema4D-Rezeptor im zentralen 
Nervensystem (22, 94). Doch neben Plexin-B1 wird auch Plexin-B2 von Neuronen des ZNS 
exprimiert. Die Expression von Plexin-B3 beschränkt sich hingegen auf Oligodendrozyten 
(94). Es ist außerdem bereits gezeigt worden, dass Sema4D auch an Plexin-B2 binden kann, 
obgleich mit einer im Vergleich zu Plexin-B1 geringeren Affinität (178). Aus diesen Gründen 
wurde mit den folgenden Untersuchungen die Rolle von Plexin-B2 auf die Sema4D-
vermittelten axonalen und dendritischen Verzweigungen sich entwickelnder hippocampaler 
Neurone eingehender untersucht. 
 
4.8.1. Expressionsanalyse von Plexin-B2 im Hippocampus  
 
Die Expressionsanalyse von Plexin-B2 erfolgte anhand einer Lac-Z Färbung einer 
plxnb2lacZ/+ Mauslinie (Kapitel 2.8, Abbildung 25A) und durch eine in-situ-Hybridisierung 
(Abbildung 25B) von C57BL/6 Wildtyp-Mäusen in der kritischen Phase der Entwicklung des 
Hippocampus, zwischen Stadium E17 und P5. Die plxnb2lacZ/+ Mauslinie koexprimiert 
Plexin-B2 zusammen mit ß-Galaktosidase, die histochemisch mit X-gal nachgewiesen wurde 
(Kapitel 3.23). Beide Methoden der Expressionsanalyse erbrachten ein übereinstimmendes 
Expressionsmuster von Plexin-B2 (Abbildung 25).  
Im Stadium E17 erfolgte die Expression von Plexin-B2 mRNA und ß-Galaktosidase in 
ähnlicher Weise wie die bereits unter Kapitel 4.1 beschriebene Expression von plexin-B1 und 
Sema4d. So konnte  ß-Galaktosidase in den aus dem Kortex migrierenden Vorläuferzellen der 
Pyramidenzellen (Pfeilkopf), im Neuroepithelium (NE) und im Gyrus dentatus (DG) 
nachgewiesen werden. Zusätzlich erfolgte im hohen Maße eine Expression in den zum Gyrus 
dentatus migrierenden Vorläuferzellen der Körnerzellen. Die in-situ-Hybridisierung entsprach 
dieser Beobachtung und zeigte eine ausgeprägte Expression von plexin-B2 mRNS im Gyrus 
dentatus. Im Stadium P5 wurde die Expression von ß-Galaktosidase und von plexin-B2 






Abbildung 25: Expression von Plexin-B2 im sich entwickelnden Hippocampus. A, histochemische ß-
Galaktosidasefärbung einer plxnb2lacZ/+ Mausline. ß-Galaktosidase wurde im Stadium E17 von aus dem Kortex 
(Ktx) migrierenden Vorläufern der Pyramidenzellen (Pfeilkopf), im Neuroepithelium (NE) und im hohen Maße 
im Gyrus dentatus (DG) und den in den Gyrus dentatus migrierenden Vorläufern der Körnerzellen 
nachgewiesen. Am postnatalen Tag 5 begrenzte sich die ß-Galaktosidaseexpression auf das Neuroepithelium und 
den Gyrus dentatus. B, die in-situ-Hybridisierung mit einer DIG-markierten Riboprobe bestätigte die unter A 
beobachtete Expression im Stadium E17 in den migrierenden Neuroblasten (Pfeilkopf), dem Neuroepithelium 
(NE) und Gyrus dentatus (DG) und die auf das Neuroepithelium und den Gyrus dentatus begrenzte Expression 




4.8.2.  Plexin-B2 und Sema4D-vermittelte Effekte in hippocampalen Neuronen 
 
In der Literatur wird beschrieben, dass sämtliche B-Plexine in der Lage sind RhoA zu 
aktivieren und mit den Rezeptortyrosinkinasen Met und ErbB-2 einem Rezeptorkomplex 
eingehen können (100-103). Um eine Beteiligung von Plexin-B2 bei den Sema4D-
vermittelten Effekten auf hippocampale Neurone zu überprüfen, wurde dominant-negatives 
Plexin-B2 in dissoziierten Neuronen von plxnb1+/+ und plxnb1-/- Mäusen überexprimiert und 
die Neurone mit Sema4D behandelt. 
In einem Kontrollexperiment wurde dazu vorab das Konstrukt in myc-RhoA 
überexprimierenden HEK-Zellen getestet (Abbildung 26A). In dieser Zelllinie wird Plexin-
B2, nicht aber Plexin-B1 endogen exprimiert. Nach der Behandlung mit Sema4D wurde bei 
nativen HEK-Zellen die Aktivierung von RhoA beobachtet, bei dn-Plexin-B2 
überexprimierenden HEK-Zellen blieb diese Aktivierung aus (Abbildung 26A). 
In hippocampalen Neuronen bewirkte die Applikation der Sema4D-purifiziert Präparation, 
wie bereits zuvor beobachtet, einen signifikanten Anstieg der dendritischen Verzweigungen, 
bei plxnb1+/+ Neuronen. Bei plxnb1-/- Neuronen, die dn-Plexin-B2 exprimieren, blieb dieser 
Anstieg dagegen aus (Abbildung 26B). Dies verdeutlicht die Beteiligung von Plexin-B2 an 
den Sema4D-vermittelten Effekten in hippocampalen Neuronen. Interessanterweise führte 
sowohl das alleinige Fehlen von Plexin-B1 (Kapitel 4.4.1), als auch die Überexpression von 
dn-Plexin-B2 in plxnb1+/+ Neuronen zu einer vollständigen Aufhebung des Sema4D-Effekts. 
Bei den axonalen Verzweigungen konnte bei der verwendeten Sema4D-Konzentration von ca. 




Abbildung 26: Die Rolle von Plexin-B2 bei Sema4D-vermittelte Effekten. A, in HEK-Zellen, die ein myc-
RhoA Konstrukt überexprimierten, führte die Applikation von Sema4D zu einer Aktivierung von RhoA, bei der 
gleichzeitigen Überexpression von dn-Plexin-B2 blieb diese Aktivierung aus. Plexin-B2 war somit in der Lage in 
der Abwesenheit von Plexin-B1 RhoA zu aktivieren. B, in hippocampalen plxnb1+/+ Neuronen führte Sema4D 
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zu dem unter Kapitel 4.3 beschriebenen Anstieg dendritischer Verzweigungen (* p = 0.003). Die Expression von 
dn-Plexin-B2 in plxnb1+/+ Neuronen allein war ausreichend den Sem4D-Effekt zu blockieren (je Gruppe n > 30, 
aus 3 Experimenten). 
 
 
4.8.3. Untersuchung von Plexin-B2 Knockout Mäusen 
 
Die Expressionsanalyse in Kapitel 4.8.1 verdeutlicht, dass Plexin-B2 genau wie Plexin-B1 
von den Vorläuferzellen der Pyramidenzellen exprimiert wurde und die Experimente unter 
Kapitel 4.8.2 zeigen, dass die Überexpression von dn-negativem Plexin-B2 ausreichte, um 
den Sema4D-Effekt auf dendritisches Wachstum in dissoziierten hippocampalen Kulturen 
aufzuheben. Anhand von plxnb2-/- Mäusen wurde in den folgenden Experimenten überprüft, 
ob in einem physiologischeren System, in organotypischen hippocampalen Schnitten, sich 
eine Fehlen von Plexin-B2 auf die Verästelung der Pyramidalneurone auswirkte. In 2 Studien 
wird aufgezeigt, dass bei Mäusen, in denen Plexin-B2 deletiert ist, zu einem hohen 
Prozentsatz einen Defekt bei dem Verschluss des Neuralrohrs vorliegt (183, 184). Die Folge 
ist eine Exenzephalie und die komplette Disorganisation des zentralen Nervensystems 
(Abbildung 27A; 183). Es zeigte sich, dass dieser Neurahlrohrdefekt bei  plxnb2-/- Mäuse aus 
einem CD1 Hintergrund im Vergleich zum C57BL/6-Hintergund weniger gehäuft auftrat. Aus 
diesem Grund wurden für die Experimente plxnb2-/- Mäuse mit einem CD1-Hintergrund 
verwendet, da aufgrund des stark ausgeprägten Phänotyps nur ein Vergleich der Hippocampi 
von plxnb2-/- Mäusen ohne Exenzephalie mit den Wildtyp-Mäusen möglich war. Zur 
Untersuchung wurden Pyramidalneurone der CA1-Region von Mäusen des Stadiums P5 
herangezogen. Diese wurden mit einer Genkanone mit DiI gefärbt (Kapitel 3.21), 
rekonstruiert und nach der Sholl-Methode analysiert (Kapitel 3.25.3). Die Analyse ergab 
keine signifikanten Unterschiede der Verästelungen der Neuriten zwischen Neuronen aus 
plxnb2-/- und plxnb2+/+ Mäusen. Somit konnte sowohl bei plxnb1-/- Mäusen (Kapitel 4.7), als 
auch bei plxnb2-/- Mäusen keine Beeinträchtigung der Entwicklung hippocampaler 
Pyramidalneurone der CA1-Region festgestellt werden. Die Unterschiede in der Form der 
Sholl-Profile zwischen plxnb1 und plxnb2 Mäusen lagen in den verschiedenen genetischen 






Abbildung 27: Untersuchung der Verzweigung von Pyramidalneuronen aus der CA1-Region des 
Hippocampus bei plxnb2-/- Mäusen. A, plxnb2-/- Mäuse bildeten zu einem hohen Prozentsatz einen Defekt bei 
dem Verschluss des Neuralrohrs aus, der sich in einer Exenzepahlie und einer invertierten Morphologie des ZNS 
äußerte. B, die Morphologie hippocampaler plxnb2-/- und plxnb2+/+ Neurone der CA1-Region zeigte keine 
Unterschiede im Hinblick auf die Verästelung der Neuriten (je Gruppe n > 9, aus mindestens 3 Tieren). 
 
 
4.9. Weitere Effekte von Sema4D auf die hippocampale Entwicklung 
 
4.9.1. Entwicklung von Filopodien 
 
Neben den beschriebenen Effekten von Sema4D auf die Länge und Verzweigung von Axonen 
und Dendriten zeigte die Behandlung der juvenilen hippocampalen Neurone mit Sema4D 
auch einen Effekt bei der Anzahl der Filopodien. Die Applikation von Sema4D-Medium 
führte innerhalb von 30 Min. zu einer erhöhten Ausbildung von Filopodien entlang der 
Neuriten (Abbildung 20A und C, * p < 0.05). Interessanterweise zeigten die entstandenen 
Filopodien an ihrem Ende eine positive immunzytochemische Reaktion für phosphoryliertes 
Met an Y1234 und Y1235 (Abbildung 20B). Es handelte sich um einen akuten Effekt, die 
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Analyse der Neurone nach einer 4-stündigen Behandlung mit Sema4D-Medium offenbarte 
keine, im Bezug auf Filopodien, signifikanten Unterschiede (vgl. Kapitel 4.3). 
 
4.9.2. Entwicklung von Synapsen 
 
Bei Filopodien handelt es sich, wie in Kapitel 1.7.5 beschrieben, um transiente unreife 
Fortsätze, die sich im Laufe der Entwicklung zu synaptischen Spines entwickeln können. Da 
Sema4D, wie oben dargestellt, einen Einfluss auf die Bildung von Filopodien ausübte, wurde 
anhand der unter Kapitel 4.4.1 beschriebenen Plexin-B1 Knockout- Mäusen überprüft, ob eine 
Deletion des Sema4D-Rezeptors einen Effekt auf die Entwicklung von Synapsen ausübte. 
Hierzu wurden die hippocampalen Neurone am embryonalen Tag 17 entnommen und 21 Tage 
kultiviert. Innerhalb dieses Zeitraums kommt es zur Ausbildung von Synapsen entlang der 
Neuriten und des Somas (185). Dendriten und Synapsen wurden immunzytochemisch auf die 
spezifischen Markerproteine MAP2 und Synaptophysin gefärbt und die Anzahl der Synapsen 
innerhalb eines 30µm langen Dendritenschafts ermittelt, der sich in direkter Nähe zum Somas 
befand (Abbildung 20D). Bei Synaptophysin handelt es sich um ein Glykoprotein, dass 
selektiv in synaptischen Vesikeln vorkommt (186). Die quantitative Analyse der Anzahl an 
Synaptophysin-positiven Synapsen erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-) und Wildtyp-Mäusen (plxnb1+/+) (Abbildung 20E). 
Der akute Effekt von Sema4D auf die Ausbildung von Filopodien nahm somit keinen Einfluss 







Abbildung 28: Die Behandlung juveniler hippocampaler Neurone mit Sema4D führte zu einem akuten 
Anstieg der Anzahl an Filopodien, die Anzahl der Spines und Synapsen reifer Neurone von Plexin-B1-
Rezeptor Knockout-Mäusen blieb im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen jedoch unverändert. A und C, die 
Phalloidin-Färbung und Quantifizierung von Mock-Medium und Sema4D-Medium behandelten Neuroen zeigte 
einen signifikanten Unterschied in der Anzahl der Filopodien entlang der Neuriten (* p < 0.05). B, an der Spitze 
der Filopodien befand sich ein Pool an aktiviertem, phosphoryliertem Met. D und E, die Anzahl Synaptophysin-
positiver Synapsen und Spines von Plexin-B1 Knockout-Mäusen (plxnb1-/-) und Wildtyp-Mäusen (plxnb1+/+) 
blieb unverändert (je Gruppe n > 60, aus 3 Experimenten). Maßstabsbalken in Nahaufnahmen = 5µm, in den 





Die Entwicklung von Dendriten und Axonen ist ein Schlüsselschritt bei der Reifung von 
Neuronen und für ihre Funktion von entscheidender Bedeutung. Obwohl sich verschiedene 
Studien bereits mit der frühen Phase der axonalen Entwicklung und ihrer Navigation in die 
spezifischen Zielregionen beschäftigt haben, sind die molekularen Signalmediatoren und 
intrazellulären Signalwege, die initial die Entwicklung von Axonen und Dendriten leiten, 
noch nicht in einem ausreichendem Maße untersucht. In der vorliegenden Studie wurde das 
Semaphorin 4D mit der Modulierung der Komplexität von Axonen und Dendriten sich 
entwickelnder hippocampaler Neurone in Verbindung gebracht. Dieser Effekt stand mit einer 
Aktivierung von den B-Plexinen, Plexin-B1 und Plexin-B2, im Zusammenhang. Die 
Signaltransduktion erfolgte über die koordinierte Aktivierung des RhoA-ROCK-Signalwegs 
und des Rezeptortyrosinkinasen-PI3K-Signalwegs. Zudem konnte aufgezeigt werden, dass in 
Folge der Sema4D-Plexin-B Wechselwirkungen mTOR, ein Effektor des Rezeptor-
tyrosinkinasen-PI3K-Signalwegs, aktiviert wurde. 
 
5.1. Sema4D-vermittelte Effekte in hippocampalen Neuronen: der Kollaps axonaler 
Wachstumskegel und die Entwicklung axonaler und dendritischer 
Verzweigungen 
 
Bisher wird eine Aktivierung von Plexin-B1 durch Sema4D mit einem akuten Kollaps von 
Wachstumskegeln sich entwickelnder hippocampaler Neurone in Verbindung gebracht. Dies 
ist insbesondere bei der klassischen Rolle von Semaphorinen, der kontaktvermittelten 
axonalen Navigation, von Bedeutung (Kapitel 1.3.1, 161, 187). Sema4D kommt jedoch neben 
seiner transmembranären Form auch als löslicher Ligand vor (22) und kann somit auch über 
größere Distanzen wirken um beispielsweise die Morphologie von Neuronen zu modulieren. 
In dieser Studie wurde aufgezeigt, dass hippocampale Pyramidalneuronen Plexin-B1, den 
Rezeptor, und Sema4D, seinen Liganden, über mehrere Tage zwischen einer späten 
embryonalen und frühen postnatalen Phase exprimieren, was möglicherweise bedeutet, dass  
Sema4D über einen autokrinen Mechanismus die Entwicklung der Neurone beeinflusst. Zu 
Beginn der Studie wurde daher vermutet, dass eine Sema4D-Plexin-B1 Wechselwirkung 
einen Effekt auf die Morphologie sich entwickelnder hippocampaler Neurone ausübt. 
Tatsächlich führte die Behandlung der Neurone mit löslichem Sema4D bereits in geringen 
nanomolaren Konzentrationen (ca. 1,8 nM) zu einem Anstieg der Verzweigungen von 
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Dendriten und in höheren Konzentrationen (ca.180 nM) auch zu einem Anstieg der axonalen 
Verzweigungen. Diese Effekte konnten innerhalb von 4 Std. nach der Applikation von 
Sema4D beobachtet werden. Das Ausmaß der Sema4D-induzierten dendritischen 
Verzweigungen umfasste ausschließlich sekundäre Dendriten und Dendriten höherer 
Ordnung. Die Anzahl der primären Dendriten wurde nicht beeinflusst. Die Funktion von 
Sema4D ist daher eher bei der Modulation und Entwicklung der dendritischen Komplexität, 
als der primären Neuritogenese einzuordnen. Interessanterweise führten die bei den 
experimentellen Bedingungen verwendeten Konzentrationen an Sema4D lediglich zu den 
beschriebenen Verzweigungseffekten, die Länge von Axonen und Dendriten blieb 
unbeeinflusst. Das verdeutlicht, dass es sich bei dem in verschiedenen Studien beschriebenen 
Effekt des Sema4D-induzierten Kollaps axonaler Wachstumskegel um ein 
höchstwahrscheinlich transientes Phänomen handelt, das funktionell eher dem Mechanismus 
der axonalen oder dendritischen Verzweigung, als der Verkürzung axonalen Wachstums 
zuzuordnen ist. Tatsächlich wurde bei den Video-Mikroskopiestudien nach der Sema4D-
Applikation eine erhöhte Frequenz von Kollapsen axonaler und dendritischer  
Wachstumskegeln, gefolgt von Retraktionen und anschließenden erneuten Elongationen 
beobachtet. Während dieser Prozesse sprossen in erhöhtem Maße neue Verzweigungen aus 
dem Schaft von Axonen und Dendriten. Die Länge von Axonen und Dendriten blieb dabei im 
Vergleich zu Kontrollkulturen unbeeinflusst. In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen 
wird in einigen Studien aufgezeigt, dass ein Semaphorin-vermittelter Kollaps axonaler 
Wachstumskegel mit der Verzweigung retinaler Ganglionzellen bei Xenopus-Embryonen 
einhergeht (188). Weiterhin wird von einem Pausierverhalten von Wachstumskegeln vor der 
axonalen Verzweigung kortikaler Neurone berichtet (189). In der vorliegenden Studie konnte 
ebenfalls ein erhöhtes Auftreten pausierender axonaler Wachstumskegel festgestellt werden, 
eine weitere Tatsache, die den Sema4D-Plexin-B1 Wechselwirkungen eine Rolle bei der 
Verzweigung hippocampaler Neurone zuspricht. 
 
5.2. Die diversen Signalwege der B-Plexine und ihre Beeinflussung der Entwicklung 
hippocampaler Neurone 
 
Die zellulären Funktionen von B-Plexinen in biologischen Systemen, einschließlich des 
Hippocampus, können aus verschiedenen Gründen sehr komplex sein. 
Erstens können B-Plexine parallel verschiedene Signalwege aktivieren und steuern.  Dies 
wird über die Beeinflussung der Aktivität von RhoGEFs und RhoGAPs, die den 
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Aktivierungszustand von RhoA und R-Ras, Rezeptortyrosinkinasen und verschiedener 
zytosolischer Kinasen, wie beispielsweise Pyk2, Src, FAK, PI3K und Akt regulieren, 
vermittelt (Kapitel 1.5.2, 76, 77, 80, 97, 100, 101, 105, 106). Diese Signalmediatoren werden 
von hippocampalen Neuronen exprimiert. Ihre differenzierte zeitliche und räumliche 
Aktivierung verleiht der funktionellen Rolle der Sema4D-Plexin-B Wechselwirkung in 
hippocampalen Neuronen eine enorme Komplexität.  
Zweitens vermitteln mehrere dieser Signalmediatoren gegensätzliche Wirkung auf zelluläre 
Funktionen. Ein Aktivierung von RhoA führt beispielsweise zu einer Retraktion von Neuriten 
und zu einer Vereinfachung dendritischer Verzweigungen sich entwickelnder hippocampaler 
Neurone (Kapitel 1.7.3, 190), während eine Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen, auch 
von Met, entwicklungsfördernd auf diese Neurone wirkt (143). Erst kürzlich ist nachgewiesen 
worden, dass in Abhängigkeit der Zusammensetzung des Semaphorinrezeptorkomplexes 
gegensätzliche Effekte bei der Motilität von Zellen bewirkt werden können. Tritt Plexin-B1 
zusammen mit ErbB-2 auf, wird RhoA aktiviert, bei einem Rezeptorkomplex bestehend aus 
Plexin-B1 und Met, kommt es hingegen zu einer Inhibition von RhoA (97).  
Und zum Dritten ist der Großteil der funktionellen Effekte der oben beschriebenen 
Signalmediatoren auf hippocampale Neurone aus Studien gewonnen worden, die auf einer 
länger andauernden Überexprimierung von konstitutiv-aktiven Rho GTPasen- oder  
Rezeptortyrosinkinasen-Mutanten basieren (112, 143, 190). Dieser experimentelle Ansatz 
erlaubt keine verlässlichen Rückschlüsse auf zelluläre Veränderungen in Neuronen, die durch 
örtlich und zeitlich begrenzte Aktivierung endogener Plexine hervorgerufen werden. Aus 
diesen Gründen wurde in der vorliegenden Studie die Beteiligung der Plexin-B-aktivierten 
Signalkaskaden, im Hinblick auf den Sema4D-vermittelten Effekt auf primäre hippocampale 
Neurone, untersucht. 
 
5.3. Der Plexin-B-Rezeptorkomplex bei der Sema4D-vermittelten Verzweigung 
hippocampaler Neurone 
 
Der Sema4D-induzierte Effekt der dendritischen Verzweigungen hippocampaler Neurone 
konnte durch die Kokultivierung mit K252a, einem Inhibitor von Met und TrkA 
Rezeptortyrosinkinasen, geblockt werden. Die Applikation von AG825, einem spezifischen 
Inhibitor der Rezeptortyrosinkinase ErbB-2 hatte keinen Einfluss auf die Verzweigungen der 
Dendriten. Interessanterweise fungiert der Ligand von Met, HGF, als ein Verzweigungsfaktor 
von Epithelzellen während der Organogenese und zudem bringen neuere Studien die HGF-
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Met-Wechselwirkung mit der dendritischen Verzweigung hippocampaler Neurone in einen 
Zusammenhang (191). Im Gegensatz zu den beobachteten Effekten bei Dendriten war bei den 
axonalen Effekten eine Aktivierung von ErbB-2, Met und ROCK erforderlich. Das deutet 
darauf hin, dass verschiedene für die Signaltransduktion notwendige Moleküle auf 
unterschiedliche Weise den Plexin-B-Rezeptorkomplex binden. 
Die Beobachtung, dass eine Blockade von ROCK die Sema4D-vermittelten axonalen 
Verzweigungen inhibierte, erscheint unerwartet, da eine RhoA-Aktivierung klassischerweise 
mit einer Inhibition der Neuritenverzweigung in Verbindung gebracht wird (112, 190). 
Dennoch wurde in dieser Studie festgestellt, dass nach einer ROCK-Inhibition die 
Behandlung der Neurone mit Sema4D zu einer Elongation der Axone, auf Kosten der 
axonalen Verzweigung, führt. Zusammen mit der Tatsache, dass ROCK den Sema4D-
vermittelten Kollaps axonaler Wachstumskegel transduzierte, legen beide Phänomene nahe, 
dass die Aktivierung von B-Plexinen einen Kollaps und das Pausieren der Wachstumskegel 
bewirkte, die axonale Elongation hemmte und dadurch die axonale Verzweigung über die 
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen, wie etwa Met und ErbB-2, förderte. 
Diese Studie zeigt auf, dass die unterschiedlichen molekularen Komponenten des Plexin-B-
Signalkomplexes mit hoher Wahrscheinlichkeit in einer koordinierten und aufeinander 
abgestimmten Weise funktionieren, um lokal die Verzweigung von Axonen und Dendriten zu 
steuern. 
 
5.4. Die Signaltransduktion des Plexin-B-Rezeptorkomplexes bei den Sema4D-
vermittelten Effekten auf hippocampale Neurone 
 
Die Beobachtung, dass Rezeptortyrosinkinasen in dem Plexin-B-Rezeptorkomplex für eine 
Sema4D-vermittelte Verzweigung benötigt wurden, führt zu der Frage, welche der 
klassischen Rezeptortyrosinkinasen-vermittelten Signalwege, der PI3K-Akt-GSK-3beta- oder 
Ras-Raf-MAPK-Signalweg, diese zellulären Effekte steuern. Obwohl beide Signalwege bei 
der Regulation wachstumsfördernder Prozesse in sich entwickelnden hippocampalen 
Neuronen beschrieben werden (146), scheint ihre relative Beteiligung im hohen Maße von 
den übergeordneten Rezeptoren und den verwendeten Zellen abzuhängen. Weiterhin können 
die Signalwege entweder unabhängig voneinander oder koordiniert Signale transduzieren. So 
ist beispielsweise gezeigt worden, dass nur die gleichzeitige Inhibition des PI3K- und MAPK-
Signalwegs zu einer Blockade der Ras und BDNF-vermittelten wachstumsfördernden Effekte 
auf Dendriten in primären hippocampalen Neuronen führt (146). Im Gegensatz dazu übt in 
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sich entwickelnden sensorischen Neuronen eine Inhibition des PI3K-Signalwegs im Vergleich 
zu einer Inhibition des MAPK-Signalwegs einen wesentlich höheren Einfluss auf die NGF- 
oder IGF-vermittelten Verzweigungen von Neuriten aus (192). 
Im Falle der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PI3K im 
Gegensatz zu der Aktivierung der ERK1/2 MAP-Kinasen für die Sema4D-induzierten 
Verzweigungseffekte hippocampaler Neurone von wesentlich entscheidenderer Bedeutung 
war. Dies legt nahe, dass der Rezeptortyrosinkinasen-PI3K-Signalweg der Haupteffektor von 
Plexin-B1 in Dendriten sich entwickelnder hippocampaler Neurone ist. Interessanterweise 
führt auch die Überexprimierung von konstitutiv-aktiven Mutanten der PI3K in sich 
entwickelnden, nicht aber in ausgereiften hippocampalen Neuronen zu einer erhöhten Anzahl 
dendritischer Verzweigungen (147). Die Modulierung des Rezeptortyrosinkinasen-PI3K-
Signalwegs durch B-Plexine wird in verschiedenen Studien beschrieben. Es handelt sich 
offensichtlich um einen komplexen und kontextabhängigen Vorgang, da in kontroverser 
Weise von einer negativen und positiven Beeinflussung berichtet wird. So aktiviert 
beispielsweise Sema4D Plexin-B1-abhängig den PI3K-Akt-Signalweg über eine Rekrutierung 
von Pyk2 und Src in Endothelzellen, unabhängig von der RasGAP-Aktivität von Plexin-B1 
(193). Außerdem ist erst kürzlich beschrieben worden, dass Plexin-B1 in Endothelzellen über 
RhoA/ROCK Integrine reguliert und auf diese Weise Akt aktiviert (194). Im Gegensatz zu 
diesen eine positive Modulierung beschreibenden Studien wird auch berichtet, dass Sema4D 
über die Aktivierung der RasGAP-Aktivität von Plexin-B1 zu einer Dephosphorylierung und 
somit Inaktivierung von Akt führt. Diese Inaktivierung hat die Inhibition der PI3K zur Folge 
und führt zum Kollaps axonaler Wachstumskegel in hippocampalen Neuronen (105, 175).  
In dieser Studie wurde belegt, dass PI3K bei der Verzweigung von Dendriten durch Sema4D 
eher aktiviert, als inaktiviert vorliegt. So führte die Inhibition von PI3K zu einer Abnahme der 
Verzweigung von Neuriten und Sema4D aktivierte mTOR, einen Effektor des 
Rezeptortyrosinkinasen-PI3K-Signalwegs. Es erscheint daher durchaus möglich, dass Plexin-
B1 über seine Ras-GAP-Aktivität oder alternativ über seine Rezeptortyrosinkinasen- und 
RhoA-abhängigen Signalwege in einem örtlich und zeitlich begrenzten Rahmen fungiert. 
Hierdurch kann die Aktivität der PI3K separat in axonalen Wachstumskegeln und in den 
Verzweigungspunkten von Neuriten reguliert werden. Das würde die Hypothese einer 





5.5. Die Rolle von GSK3-beta und mTOR als Effektoren des Rezeptortyrosinkinasen-
PI3K-Akt Signalwegs 
 
Eine Aktivierung des Rezeptortyrosinkinasen-PI3K-Akt Signalwegs über eine Plexin-B1-
Aktivierung sollte erwartungsgemäß mit einer Phosphorylierung von GSK3-beta und damit 
der Inaktivierung von GSK3-beta, einhergehen. Tatsächlich ist eine Hemmung der GSK3-beta 
Aktivität ein wichtiger Schritt in der Regulierung der Axonspezifizierung und Initiierung des 
dendritischen Wachstums in mehreren neuronalen Zellkulturmodellen, einschließlich in 
hippocampalen Neuronen (172-174). Auf der einen Seite könnte daher die Sema4D-
vermittelte Verzweigung von Dendriten auf einer Inaktivierung von GSK3-beta, als Effektor 
des Plexin-B-PI3K-Akt-Signalwegs, beruhen. Auf der anderen Seite zeigen erst kürzlich 
veröffentlichte Studien, dass eine Sema4D-Plexin-B1 Interaktion GSK3-beta über die Ras 
GAP Aktivität von Plexin-B1 zu aktivieren vermag (175). In dieser Studie konnte bei den 
vorliegenden experimentellen Bedingungen weder in HEK-Zellen noch in hippocampalen 
Neuronen eine Sema4D-bedingte Änderung des Phosphorylierungsstatus von GSK3-beta 
festgestellt werden. Dies war möglicherweise Ausdruck einer gegenseitigen Kompensation, 
die durch die gleichzeitige Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen- und R-RasGAP-
abhängigen Signalwege des B-Plexinrezeptorkomplexes stattfand. Außerdem hatte eine 
Inhibition von GSK3-beta durch LiCl keinen Einfluss auf die Sem4D-induzierten 
Verzweigungseffekte in hippocampalen Neuronen.  
Statt dessen wurde ein weiterer Effektor von Akt, mTOR, durch Sema4D spezifisch 
phosphoryliert und gewann bei der Sema4D-vermittelten Verzweigung hippocampaler 
Neurone an Bedeutung. Eine Inhibition von mTOR durch Rapamycin führte zu einer 
Blockade der Sema4D-induzierten Verzweigungen.  
Es handelt sich hierbei um die erste Studie, die eine Verbindung zwischen mTOR und der 
Signaltransduktion von B-Plexinen aufzeigt. Neuere Studien unterstreichen die Bedeutung 
von mTOR bei der Entwicklung von Dendriten und Synapsen, die durch diverse Mediatoren, 
beispielsweise BDNF („brain derived neurotrophic factor“), Reelin und dem neuronalen EGF- 
Familienmitglied CALEB/NGC reguliert werden (195-197). Demnach scheint mTOR eine 
Schlüsselfunktion für verschiedene Signalwege bei der Regualtion der dendritischen 
Morphogenese und der neuronalen Reifung zu besitzen. Ein wichtiger Aspekt für die zelluläre 
Wirkweise von mTOR liegt in seiner Fähigkeit, die Translation zu initiieren. Durch 
verschiedene Signalkaskaden kann global oder lokal die Translation über mTOR beeinflusst 
werden (198). Diese Beobachtung eröffnet eine neue Dimension der B-Plexin-
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Signaltransduktion. Zusätzlich zu der lokalen Kontrolle und Beeinflussung des Aktin- und 
Mikrotubulin-Zytoskeletts über Rho GTPasen können B-Plexine auch einen biologischen 
Effekt über die globale und lokale Translation von Proteinen durch eine Regulation der 
mTOR-Aktivität ausüben. Tatsächlich weisen einige Studien darauf hin, dass eine PI3K-Akt-
mTOR-regulierte Translation lokal in Dendriten stattfindet (199). Diese Beobachtungen 
machen den PI3K-Akt-mTOR Signalweg bei der Sema4D-vermittelten Verzweigung sich 
entwickelnder hippocampaler Neurone zu einem idealen Partner des Plexin-B-
Rezeptorkomplexes. 
 
5.6. Plexin-B2 und mögliche Kompensationsmechanismen bei der Entwicklung 
 
Für Plexin-B2 konnte eine Expression in der kritischen Phase der hippocampalen 
Entwicklung zwischen E17 und P5 in den migrierenden Vorläufern der Pyramidenzellen, dem 
Gyrus dentatus und den migrierenden Vorläufern der Körnerzellen des Gyrus dentatus 
nachgewiesen werden. Die Expression entsprach abgesehen von den migrierenden 
Könerzellenvorläufern der Expression von Plexin-B1 und Sema4D. Es stellt sich die Frage, 
ob Plexin-B2 neben seinen bereits untersuchten Einfluss auf die Entwicklung und Migration 
von Körnerzellen (183, 184), auch einen Einfluss auf die Verzweigung hippocampaler 
Neurone ausübt. Dafür spricht neben den überlappenden Expressionsmustern zwischen 
Plexin-B1 und Plexin-B2 auch die Tatsache, dass beide B-Plexine zur gleichen Proteinfamilie 
gehören und in der Lage sind die selben Signalkaskaden zu aktivieren (100-103). Außerdem 
ist gezeigt worden, dass Plexin-B2 Sema4D binden kann (178), obgleich auch in einer 
geringeren Affinität als Sema4C, den endogenen Liganden von Plexin-B2 (183). Tatsächlich 
wurde in dieser Studie auch belegt, dass Sema4D über Plexin-B2 RhoA aktivieren konnte 
(Kapitel 4.8.2). Weiterhin führte die Überexprimierung eines dn-Plexin-B2 Konstrukts in 
dissoziierten hippocampalen Neuronen zu einer Inhibition der Sema4D-vermittelten Effekte 
auf die dendritischen Verzweigungen. Dennoch wurden sowohl bei plxnb1-/-, als auch bei 
plxnb2-/- Mäusen keine Defizite in der Entwicklung hippocampaler CA1-Pyramidalneuronen 
festgestellt. Ein Unterschied zwischen den Species Ratte und Maus kann ausgeschlossen 
werden, da in Kapitel 4.4 und 4.8.2 aufgezeigt wurde, dass Sema4D auch bei hippocampalen 
Neuronen der plxnb1+/+ Maus die beschriebenen Effekte zeigte. Prinzipiell kann auch eine 
gegenseitige Kompensation von Plexin-B1 und Plexin-B2 ausgeschlossen werden, da in 
dissoziierten hippocampalen Kulturen das Fehlen von einem der beiden Plexine ausreichte, 
um die Sema4D-induzierten Effekte vollständig zu blockieren (Kapitel 4.4 und 4.8.2). 
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Vielmehr besteht die Möglichkeit, dass die Morphogenese, als ein essentieller Schritt der 
Entwicklung von Neuronen in vivo, von mehr als einem Faktor abhängt und die in vitro, bei 
den dissoziierten Neuronen, beobachteten Effekte kompensiert werden konnten. Ferner kann 
auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Expression von Plexinen für die Verzweigung 
hippocampaler Pyramidalneurone der CA1-Region nicht von Bedeutung ist. 
Kompensationsmechanismen zwischen dissoziierten Neuronen und im Zellverbund 
befindlichen Neuronen organotypischer Kulturen werden in der Literatur beschrieben, so wird 
beispielsweise auch für die Überexpression von dn-Rho in dissoziierten hippocampalen 
Kulturen nachgewiesen, dass sie die Entwicklung und den Auswuchs von Dendriten fördert 
(129), in organotypischen hippocampalen Kulturen jedoch keinen Effekt auf die 
Pyramidalneurone ausübt (112, 139). 
 
5.7. Weitere Effekte von Sema4D auf hippocampale Neurone 
 
Die Behandlung embryonaler hippocampaler Neurone mit Sema4D führte innerhalb kurzer 
Zeit zu einem Anstieg an Filopodien entlang der Neuriten. Bei Filopodien handelt es sich um 
hochmotile, aus Aktin bestehende Fortsätze, deren Länge zwischen 5 und 35 µm beträgt. In 
sich entwickelnden Axonen befinden sich Filopodien an der Spitze der Wachstumskegel und 
spielen möglicherweise bei der axonalen Zielführung eine Rolle. Dendritische Filopodien sind 
bei der Synaptogenese von Bedeutung, sie gelten als Vorläufer bei der Ausbildung von Spines 
(Kapitel 1.7.5, 200, 201). 
In Zelllinien und nicht-neuronalen Primärzellen geht die Formation von Filopodien in der 
Regel mit einer Aktivierung der GTPase Cdc42 einher (202). In hippocampalen Neuronen 
hingegen scheint Cdc42 im Bezug auf die Entwicklung von Filopodien und Spines eher eine 
untergeordnete Rolle zu spielen. So führt die Überexpression von konstitutiv-aktivem Cdc42 
in hippocampalen Pyramidalneuronen zu keiner Beeinflussung der Spineanzahl. Ebenso zeigt 
die Expression von dominant-negativem Cdc42 keine signifikanten Effekte auf die 
Morphologie und Anzahl der Spines (203). Die GTPasen Rho und Rac1 sind hingegen 
maßgeblich an der Spineentwicklung und Spineerhaltung beteiligt. Eine Überexpression von 
einem konstitutiv-aktivem Rho Konstrukt reduziert die Spineanzahl und Spinelänge, eine 
Inhibition von Rac1 führt zu einer Abnahme der Spinezahl in hippocampalen Neuronen (139, 
203). Kürzlich ist das Semaphorin 4D mit der Entwicklung von Spines und Synapsen in einen 
Zusammenhang gebracht worden. Zum einen führt die Behandlung hippocampaler Neurone 
mit shRNS gegen Sema4D zu einer signifikanten Abnahme gabaerger Synapsen, während die 
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glutamatergen, auf Spines befindlichen Synapsen in ihrer Anzahl unverändert bleiben (204). 
Zum anderen bewirkt die Applikation von Sema4D in hippocampalen Neuronen eine 
Aktivierung von RhoA, die wiederum in einer Erhöhung der Spineanzahl und einer 
veränderten Spineform resultiert (159). Beide Studien beschreiben einen positiv-regulierenden 
Einfluss von Sema4D auf die Entwicklung von Synapsen, wobei die erste Studie einen 
Anstieg glutamaterger Synapsen ausschließt. Dies steht im Widerspruch zu der zweiten 
Studie, da Spines glutamaterge Synapsen tragen (Kapitel 1.7.5) und somit der Sema4D-
induzierte Anstieg an Spines ein Anstieg glutamaterger Synapsen bedeutet.  
Der Sema4D-induzierte Anstieg an Spines würde zu dem in dieser Arbeit beobachteten 
Anstieg der Anzahl an Filopodien, den Spinevorläufern, passen, steht aber im Gegensatz zu 
den früheren Studien, die eine RhoA-Aktivierung mit einer verminderten Anzahl an Spines in 
Verbindung bringen (139, 203). Außerdem handelt es sich bei dem beobachteten Phänomen 
der erhöhten Anzahl an Filopodien um einen akuten Effekt, die Ausbildung von Spines 
erstreckt sich über einen Zeitraum von mehreren Wochen.  
Aufgrund dieser Diskrepanzen wurde anhand von Plexin-B1 Knockout-Mäusen überprüft, ob 
der beobachtete Anstieg an Filopodien mit der Entwicklung von Spines in einem 
Zusammenhang steht und inwieweit durch ein Fehlen des Sema4D-Rezeptors die Ausbildung 
von Spines und Synapsen beeinträchtigt wurde. Hierzu wurden embryonale hippocampale 
Neurone über einen Zeitraum von 24 Tagen kultiviert und die Anzahl der Synaptophysin-
positiven Synapsen überprüft. Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt, es 
konnte somit keine Beteiligung von Sema4D bei der Synapthogenese festgestellt werden. 
Möglicherweise wird das Fehlen von Plexin-B1 bei der Spineentwicklung durch andere 
Faktoren kompensiert, vielleicht spielt aber auch das Sema4D-induzierte Auftreten von 
Filopodien eine Rolle bei der Verzweigung der Neuriten. Interessanterweise wurde in dieser 
Studie festgestellt, dass neben der erhöhte Anzahl an Filopodia, diese auch in ihrer Spitze 
phosphoryliertes Met aufweisen. Met spielt, wie in Kapitel 4.4 beschrieben, eine 
entscheidenden Rolle bei der Sema4D-vermittelten Verzweigung von hippocampalen 
Neuronen. Möglicherweise sind Filopodien nicht nur bei der axonalen Wegleitung und 
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